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RESUMEN 
 
 El presente trabajo de tesis trata del estudio de levaduras no-Saccharomyces (en 
particular Kluyveromyces marxianus y Pichia kluyveri) desde el punto de vista fisiológico 
en la fermentación de mostos a base de jugo de agave para la elaboración de tequila. Se 
estudiaron la influencia de diversos factores, como la fuente de carbono, el nitrógeno, la 
concentraciones de minerales (calcio y magnesio presentes en el medio), la aireación y la 
temperatura los cuales afectan el metabolismo de las levaduras, provocando cambios en la 
producción de compuestos volátiles durante la fermentación, que contribuyen 
positivamente a la bebida alcohólica. 
 Las levaduras que se utilizaron fueron obtenidas de la colección de cepas de 
CIATEJ, las cuales se aislaron de procesos de fermentación artesanal de mezcal de los 
estados de Oaxaca, Guerrero y San Luis Potosí en México. En base a los conocimientos 
previos disponibles en la literatura que demuestran que las levaduras no-Saccharomyces 
son buenas productoras de compuestos volátiles así como de los resultados obtenidos se 
considera que estas cepas de levaduras se podrían utilizar en la fermentación alcohólica del 
proceso de elaboración del tequila. 
 Los resultados ponen en evidencia que las levaduras no-Saccharomyces estudiadas, 
son afectadas por todos los factores estudiados, por lo que deben de controlarse durante el 
proceso de fermentación para de esta manera obtener un producto con los compuestos 
volátiles deseados. El potencial que mostraron estas cepas de levaduras, las califica como 
candidatas para poder llegar a realizar la fermentación de manera independiente, sin la 
necesidad de la presencia de Saccharomyces cerevisiae, o bien, en co-cultivo con S. 
cerevisiae llegando a obtener en ambos casos una bebida más aromática en comparación 
con los productos que se tienen actualmente en el mercado. 
 El conocimiento sobre las necesidades fisiológicas de las levaduras, nos da la 
oportunidad de poder modificar los compuestos presentes en la bebida alcohólica final, solo 
con el hecho de controlar los parámetros durante el proceso de fermentación. 
Palabras clave: tequila, fermentación, levadura, no-Saccharomyces, inmovilización, 
compuestos volátiles, bebidas alcohólicas, cinéticas. 
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RÉSUMÉ  
 Ce travail de thèse traite de l'étude de levures non-Saccharomyces (Kluyveromyces 
marxianus et Pichia kluyveri) du point de vue physiologique lors de la fermentation de 
moût à base de jus d’agave pour l’obtention de tequila. Il consiste à déterminer comment 
différents facteurs tels que la source de carbone, d'azote, les concentrations de minéraux 
(calcium et magnésium) présent dans le milieu, l'aération et la température affectent le 
métabolisme de la levure et provoque des changements dans la production de composés 
volatiles durant la fermentation qui peuvent contribuer positivement à la boisson alcoolisée. 
 Les levures utilisées au cours de cette étude ont été obtenues à partir de la collection 
de microorganismes du CIATEJ, qui ont été isolées à partir de différents procédés de 
fermentation artisanale de mezcal des états de Oaxaca, Guerrero et San Luis Potosi au 
Mexique. Sur la base de connaissances préalables disponibles dans la littérature qui 
démontrent que ces levures non-Saccharomyces sont de bonnes productrices de composés 
volatiles ainsi que des résultats obtenus, une utilisation de ces levures dans le procédé de 
fermentation alcoolique pour la production de tequila est considérée. 
 Les résultats montrent que les levures non-Saccharomyces étudiés sont affectées par 
tous les facteurs étudiés, ils doivent donc être considérés et contrôlés durant le procédé de 
fermentation pour obtenir la production des composés volatiles recherchés. Les souches 
étudiées présentent un certain potentiel qui leur permet de se positionner comme possible 
candidat pour réaliser une fermentation de manière indépendante sans avoir besoin de la 
présence de Saccharomyces cerevisiae, ou en co-culture avec S. cerevisiae pour obtenir 
dans les deux cas une tequila plus aromatique par rapport aux produits qui sont 
actuellement disponibles sur le marché. 
 La connaissance détaillée des besoins physiologiques de la levure, nous donne la 
possibilité de modifier les composés volatiles présents dans la boisson alcoolisée, en 
contrôlant les paramètres au cours du procédé de fermentation. 
Mots-clés: tequila, fermentation, levures, non-Saccharomyces, immobilisation, composés 
volatils, boisson alcoolique, cinétique. 
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ABSTRACT 
 The present work aimed to study how factors such as carbon and nitrogen source, 
calcium and magnesium concentration (in the medium), aeration or temperature disturb the 
metabolism of non-Saccharomyces yeasts (Kluyveromyces marxianus and Pichia kluyveri), 
specifically their impact on the production of volatile compounds during alcoholic 
fermentation of agave must employed in Tequila elaboration process. 
 The used yeasts were obtained from the collection of CIATEJ strains, which were 
isolated from artisanal mezcal fermentation processes from the states of Oaxaca, Guerrero 
and San Luis Potosi in Mexico. It is intended to use the information generated and then 
using these yeasts in alcoholic fermentation processes for the production of tequila. Based 
on prior knowledge that non-Saccharomyces yeasts are good producers of volatile 
compounds desired in alcoholic beverages requested by consumers and the results of this 
study, the use of these strains is considered for tequila production. 
 The results obtained in the present study revealed that all tested factors disturbed 
volatile compound production in these non-Saccharomyces yeasts and therefore need to be 
considered to drive fermentation processes aiming the production of a more aromatic 
beverage. Some yeast strains showed good potential to perform fermentation without or in 
co-culture with S. cerevisiae obtaining in both cases a product with more desired flavors 
compared to products currently on the market. 
 The knowledge about the physiological needs of these yeasts gives the opportunity 
to modify the composition of the alcoholic beverage, only by controlling the parameters 
during the fermentation process. 
 
Keywords: tequila, fermentation, yeasts, non-Saccharomyces, immobilization, volatile 
compounds, alcoholic beverage, kinetics. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
 Recientemente el estudio de las levaduras no-Saccharomyces ha permitido su 
aplicación y utilización en diversos procesos. En bebidas alcohólicas contribuyen de 
manera positiva al perfil aromático de la bebida. Para la elaboración de tequila, se tiene 
industrializado el proceso, lo cual permite controlar diversos factores durante el 
proceso de fermentación, por lo que el estudio de factores nutrimentales y ambientales, 
puede ayudar a mejorar el producto en cuanto a la concentración de aromas, sin 
necesidad de llegar a cambiar el tipo de levadura utilizado. 
  
 Los factores nutrimentales como la fuente de carbono y nitrógeno afectan el 
metabolismo de la levadura, y por tanto la producción de compuestos, los cuales 
estarán presentes en la bebida alcohólica, y llegan a contribuir positiva o 
negativamente al sabor y aroma. La aireación durante el proceso de fermentación 
contribuye positivamente, favoreciendo la producción de esteres. Los esteres son los 
compuestos químicos que están relacionados a los aromas frutales de las bebidas, los 
cuales son deseados por el consumidor, por lo que la concentración de esteres en la 
bebida es un indicativo del perfil aromático. 
 
 Para el estudio de las condiciones ambientales se puede utilizar la fermentación en 
lote, en la cual deben de realizarse diversas fermentaciones cambiando un factor a la 
vez en los diferentes niveles que se deseen estudiar, otra opción es la realización de 
fermentación en continuo, donde en una misma fermentación se logra un estado 
fisiológico dinámico en equilibrio, pudiendo realizar disturbios de manera controlada y 
evaluando el efecto sobre el metabolismo, lo cual permite hacer el estudio sobre el 
mismo cultivo, teniendo resultados más certeros. 
 
 Con el fin de poder llegar a hacer estimaciones, acerca de cómo cada uno de los 
factores pueden llegar a afectar a la fermentación, la herramienta más adecuada es el 
modelar los procesos fermentativos matemáticamente, obteniendo ecuaciones que nos 
permiten llegar a hacer predicciones de manera teórica, o bien, nos permiten explicar 
el comportamiento fisiológico de forma matemática, pudiendo hacer comparaciones 
más certeras, que nos permitan tomar decisiones sobre cambios en el proceso. 
 
 Todos los estudios que se realizan a nivel laboratorio deben de llegar a escalarse y 
comprobarse industrialmente, debido a que la dinámica de los tanques de fermentación 
así como la presión ejercida por los grandes volúmenes de líquido, provocan cambios 
que deben de considerarse para llegar a obtener el producto deseado que se formuló en 
el laboratorio. Para esto deben de tomarse en consideración factores como geometría 
de los reactores, control de flujo de aire, volumen de líquido en el reactor, entre otras 
cosas. 
 
 Pero finalmente quien determina si todos estos cambios realizados durante el 
proceso, son favorable o no, será el consumidor, quien realiza la evaluación final, para 
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dar su visto bueno y aprobar que los cambios en la composición química de la bebida 
sean deseados. 
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2.1. EL TEQUILA. 
 
El tequila es una bebida alcohólica destilada de Agave que se ha convertido en emblema 
de México en el mundo entero.  
De acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-006-SCFI-2012, Bebidas alcohólicas- 
Tequila-Especificaciones. El Tequila es una bebida alcohólica regional obtenida por 
destilación de mostos, preparados directa y originalmente del material extraído, en las 
instalaciones de la fábrica de un Productor Autorizado la cual debe estar ubicada en el 
territorio comprendido en la Declaración, derivados de las cabezas de Agave de la especie 
tequilana Weber variedad azul, previa o posteriormente hidrolizadas o cocidas, y sometidos 
a fermentación alcohólica con levaduras, cultivadas o no, siendo susceptibles los mostos de 
ser enriquecidos y mezclados conjuntamente en la formulación con otros azúcares hasta en 
una proporción no mayor de 49% de azúcares reductores totales expresados en unidades de 
masa, en los términos establecidos en la norma y en la inteligencia que no están permitidas 
las mezclas en frío. El Tequila es un líquido que puede tener color, cuando sea madurado, 
abocado, o añadido de un color específico. 
El Tequila puede ser añadido de edulcorantes, colorantes, aromatizantes y/o 
saborizantes permitidos por la Secretaría de Salud, con objeto de proporcionar o intensificar 
su color, aroma y/o sabor.  
De acuerdo al porcentaje de los azúcares provenientes del Agave que se utilice en la 
elaboración del Tequila, éste se puede clasificar en una de las dos siguientes categorías: 
"100% de agave" 
No es enriquecido con otros azúcares distintos a los obtenidos del Agave de la 
especie tequilana weber variedad azul cultivado en el territorio comprendido en la 
Declaración. 
Para que este producto sea considerado como "Tequila 100% de agave" debe ser 
envasado en la planta que controle el propio Productor Autorizado, misma que debe estar 
ubicada dentro del territorio comprendido en la Declaración. 
Este producto debe ser denominado únicamente a través de alguna de las siguientes 
leyendas: "100% de agave", "100% puro de agave", "100% agave", o "100% puro agave", 
al final de las cuales se puede añadir la palabra "azul". 
 "Tequila" 
Los mostos son susceptibles de ser enriquecidos y mezclados conjuntamente en la 
formulación con otros azúcares hasta en una proporción no mayor de 49% de azúcares 
reductores totales expresados en unidades de masa. Este enriquecimiento máximo de hasta 
49% de azúcares reductores totales expresados en unidades de masa, no se debe realizar 
con azúcares provenientes de cualquier especie de Agave. Sólo se podrá incrementar el 51% 
de azúcares reductores totales expresados en unidades de masa con azúcares reductores 
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totales provenientes de Agave de la especie tequilana weber variedad azul cultivado en el 
territorio comprendido en la Declaración. 
Este producto puede ser envasado en plantas ajenas a un Productor Autorizado, 
siempre y cuando los envasadores cumplan con las condiciones establecidas en la norma. 
El Tequila también se clasifica de acuerdo al tiempo de reposos en barricas 
tendiendo 5 categorías: 
Tequila blanco o plata 
Producto transparente no necesariamente incoloro, sin abocante, obtenido de la 
destilación añadiendo únicamente agua de dilución y en los casos que proceda para ajustar 
la graduación comercial requerida, pudiendo tener una maduración menor de dos meses en 
recipientes de roble o encino. 
Tequila joven u oro 
Producto resultante de la mezcla de Tequila blanco con Tequilas reposados y/o 
añejos y/o extra añejo. 
También se denomina Tequila joven u oro al producto resultante de la mezcla de 
tequila blanco con alguno de los ingredientes previstos, lo que se conoce como 
abocamiento. 
Tequila reposado 
Producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso de maduración de por lo 
menos dos meses en contacto directo con la madera de recipientes de roble o encino. Su 
contenido alcohólico comercial debe, en su caso, ajustarse con agua de dilución. El 
resultado de las mezclas de Tequila reposado con Tequilas añejos o extra añejos, se 
considera como Tequila reposado. 
Tequila añejo 
Producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso de maduración de por lo 
menos un año en contacto directo con la madera de recipientes de roble o encino, cuya 
capacidad máxima sea de 600 litros, su contenido alcohólico comercial debe, en su caso, 
ajustarse con agua de dilución. 
El resultado de las mezclas de Tequila añejo con Tequila extra añejo se considera 
como Tequila añejo. 
Tequila extra añejo 
Producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso de maduración de por lo 
menos tres años, en contacto directo con la madera de recipientes de roble o encino, cuya 
capacidad máxima sea de 600 litros, su contenido alcohólico comercial debe, en su caso, 
ajustarse con agua de dilución.  
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2.1.1. NORMA Y DENOMINACIÓN DE ORIGEN 
 
La producción de tequila está regulada por la Norma Oficial Mexicana NOM-006-
SCFI-2012, y el organismo que cuida y vigila que se cumpla es el Consejo Regulador del 
Tequila (CRT), además de la Cámara Nacional de la Industria  Tequilera, la cual es una 
organización de Tequileros. La norma además de regular la producción de tequila delimita 
la especie de Agave que es utilizada para la elaboración del mismo, siendo el Agave 
tequilana Weber var. azul la única especie de Agave permitida. 
La denominación de origen se otorga a los productos para delimitar la zona donde 
puede ser elaborado, debido a que la zona geográfica (Figura 2.1.) delimitada reúne las 
características climáticas especiales para su elaboración. Por eso el Tequila cuenta con la 
denominación de origen para el estado de Jalisco y  algunos municipios de los estados 
colindantes además de algunos municipios del estado de Tamaulipas. 
Figura 2.1. Mapa de México donde se aprecia la zona de denominación de origen para 
la  producción de tequila. 
 
Tequila
Zona de denominación 
de origen
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2.1.2. IMPORTANCIA ECONÓMICA 
 
El tequila es una de las 8 bebidas alcohólicas de mayor consumo a nivel mundial y 
su industria, una de las más importantes del estado de Jalisco. Actualmente una de las 
estrategias de las empresas líderes es la generación de nuevos productos con un valor 
agregado para nichos de mercado específicos, ofreciendo productos con triple destilación, 
productos con un grado alcohólico más bajo, tequilas con sabores añadidos. 
El comportamiento del mercado de las bebidas alcohólicas en México en el año 
2012 presento un volumen de consumo de 219 millones de litros, donde el tequila 
representa un 36% del consumo de bebidas alcohólicas en el país, ocupando el primer lugar 
dentro de las bebidas alcohólicas, teniendo el aguardiente en segundo lugar con un 19%, 
seguido del brandy con un 14% y  el ron con un 11%, whisky con un 10% y el vodka con 
un 7%. Respecto al derrame económico esto representó 35 mil millones MXP, donde el 
tequila aporto un 36%. 
La producción anual ha ido aumentado al pasar de los años registrando en 2013 una 
producción de 229.7 millones de litros de tequila a 40% Alc. Vol., con una exportación 
total de 170.8 millones de litros, de los cuales 83.2 millones de litros fueron exportados a 
granel mientras que 87.6 millones de litros fueron exportados envasados y 58.9 millones de 
litros para consumo interno en el país. 
Dentro de los países a los que se exporta el tequila, destaca Estados Unidos, siendo 
el principal país a donde se exporta esta bebida con un 77.5% del total de la exportación, 
seguido de Alemania con un 3.4%, España con un 3.3% y Francia con un 2.1%. Después 
del año 2009 y hasta la fecha se observa una tendencia de producción total de tequila 
estable cada año, mientras que el consumo nacional tiende a tener una disminución 
mientras que la exportación aumenta (Reporte anual de la cámara nacional de la industria 
tequilera) 
 
2.1.3. PROCESO DE ELABORACIÓN 
El tequila se elabora a partir de Agave tequilana Weber var. azul, el cual fue 
cultivado dentro de la zona de denominación de origen de tequila. Una vez maduro al cabo 
de 6 a 10 años, se procede a su cosecha. El proceso de cosecha se denomina jima (Figura 
2.2.) y consiste en cortar las hojas del Agave para quedarse solo con la cabeza o piña.  
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Figura 2.2. Proceso de jima de las plantas de Agave. 
 
 
Las piñas son transportadas hasta las fábricas donde se cortan en mitades o cuartos para 
ser cocinadas, el proceso de cocción tiene el objetivo de ablandar las fibras y 
principalmente hidrolizar los azúcares presentes en el Agave, esta cocción puede ser 
realizada en hornos de mampostería o autoclaves (Figura 2.3.).  
Figura 2.3. Autoclaves y hornos comúnmente utilizados en la industria tequilera para 
realizar el proceso de cocimiento del Agave. 
Autoclave Horno de mampostería 
 
 
 
Posteriormente se realiza una molienda en molinos mecánicos o bien con tahonas 
(Figura 2.4.) para la extracción del jugo rico en  azucares fermentables. 
 
23 
 
 
Figura 2.4. Fotografías de los molinos utilizados en la industria tequilera para la 
obtención del jugo de Agave. 
Molinos mecánicos Tahona 
  
 
El jugo obtenido es llevado a tinas de acero inoxidable (Figura 2.5.) que comúnmente 
es inoculado con S. cerevisiae para que sea fermentado.  
Figura 2.5. Tinas de fermentación 
 
 
Una vez terminada la fermentación se destila en alambiques de cobre (Figura 2.6.) o 
acero inoxidable donde se separan las colas y cabezas, quedándose con lo que es el cuerpo, 
de esta manera después de una doble destilación se obtiene el tequila blanco.  
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Figura 2.6. Alambiques donde realiza la destilación de los mostos para obtener el 
tequila. 
 
 
Para la elaboración de tequila reposado o añejo, se coloca el tequila blanco en barricas 
de roble blanco (Figura 2.7.) para ser almacenado por lo menos 3 meses para generar el 
tequila reposado y por lo menos 1 año para generar el tequila añejo.  
 
Figura 2.7. Cava donde se aprecian las barricas en las cuales se realiza el proceso de 
reposo o añejamiento del tequila. 
 
 
Finalmente cada uno de los tequilas se diluye con agua destilada para ser ajustado el 
grado alcohólico y se embasa para su venta y distribución. 
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2.2. FERMENTACIÓN 
 
Una fermentación se define como un proceso mediante el cual las sustancias orgánicas 
conocidas como sustrato, son transformadas por microorganismos y sufren una serie de 
cambios químicos que bien pueden ser reducciones y/o oxidaciones, para producir energía; 
al finalizar la fermentación, se encuentran en él medio una acumulación de varios 
productos, unos más oxidados (aceptaron electrones) y otros más reducidos (donaron 
electrones) que el sustrato, con un balance total de energía positivo. Esta energía es 
utilizada en el metabolismo de los microorganismos. 
Desde el punto de vista bioquímico, no se considera como fermentación a los procesos 
en los que participa el oxigeno. Cuando el aceptor final de electrones es el oxígeno 
molecular y no una sustancia orgánica, el proceso se conoce como respiración. El aceptor 
bioquímico de fermentación es equivalente al de respiración celular anaerobia que utiliza. 
En la fermentación alcohólica se produce etanol, dióxido de carbono y agua a partir de 
glucosa mediante la siguiente reacción. 
 
Microbiológicamente hablando, una fermentación se define como un proceso en el 
que los microorganismos producen metabolitos y/o  biomasa, a partir de la utilización de 
sustancias orgánicas, en ausencia o presencia de oxígeno. La descomposición de los 
sustratos es llevada a cabo por enzimas producidas por los microorganismos para tal 
finalidad. Por lo tanto no hay  diferencia entre fermentación y respiración celular, puesto 
que en ambos procesos los microorganismos hidrolizan un sustrato orgánico, ya sea en 
presencia o ausencia de oxigeno. 
En la fermentación aerobia el aceptor final de electrones es el oxígeno; es 
imprescindible su presencia para el desarrollo de microorganismo y la producción del 
compuesto deseado. En este tipo de procesos, se produce fundamentalmente biomasa, 
dióxido de carbono y agua. 
 
En la fermentación anaerobia, el proceso de producción del metabolito de interés se 
desarrolla en ausencia de oxigeno; los productos finales son principalmente sustancias 
orgánicas, por ejemplo, ácido láctico, ácido propiónico, ácido acético, alcoholes como el 
etanol o butanol. Sin embargo en la mayoría de las fermentaciones anaeróbicas, se requiere 
un poco de oxígeno al inicio del proceso para favorecer el crecimiento y la reproducción de 
microorganismos. 
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2.2.1. FERMENTACIÓN POR LOTES 
 
El cultivo en lote es un sistema cerrado porque, después de inocular el medio de 
cultivo o bien, iniciado el proceso de fermentación, solo se adiciona oxígeno, 
antiespumante y ácidos o bases para mantener el pH en caso que así se requiera. La 
fermentación se lleva a cabo a volumen constante en un periodo definido de tiempo, 
durante el cual varía la composición del medio de cultivo, pues al tiempo que se consume 
sustrato, se genera producto y biomasa. Finalmente se detiene el proceso y se obtiene el o 
los metabolitos deseados. 
Para realizar exitosamente  una fermentación en lote, es necesario conocer el 
comportamiento fisiológico del microorganismo, por tanto la curva de crecimiento (Figura 
2.8.), que ayudará a manipular las condiciones y la manera en que se generará el producto 
deseado, por ejemplo, si se desean generar metabolitos primarios, se tiene que alargar la 
fase logarítmica; si en cambio se desean metabolitos secundarios, es la fase estacionaria la 
que se debe de extender. Por otro lado si se desea una alta producción de biomasa, se tiene 
que buscar las condiciones ambientales y nutrimentales en donde el microorganismo genere 
la mayor concentración de células. 
 
Figura 2.8. Curva de crecimiento microbiano. 
 
 
2.2.2. FERMENTACIÓN EN CONTINUO 
 
El cultivo continuo se puede describir como un sistema abierto y a diferencia del 
cultivo por lotes, se adiciona constantemente medio de cultivo fresco a los 
microorganismos, a una determinada velocidad, y se extrae caldo de fermentación (medio 
de cultivo con microorganismos y metabolitos, también llamado mosto), a la misma 
velocidad. Así se logra mantener en el reactor una población estable de microorganismos en 
condiciones uniformes y un volumen de trabajo en el reactor constante. En muchas 
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fermentaciones, el compuesto de interés se produce durante la fase exponencial; al respecto, 
una de las ventajas del sistema continuo es que se puede mantener estable la población en 
esta fase por periodos prolongados. 
Para que el cultivo continuo sea efectivo, es necesario que el  proceso se encuentre 
en estado estacionario. El estado estacionario se define como una condición, en la que 
varios parámetros permanecen constantes a través del tiempo; entre ellos, el volumen del 
cultivo, la concentración celular y de metabolitos, y las condiciones fisicoquímicas 
necesarias para el desarrollo del proceso. Por lo tanto, el estado estacionario se puede 
mantener por largos periodos, siempre y cuando el sistema se mantenga libre de 
contaminación. 
Durante el cultivo en continuo, una vez que se llega a la fase estacionaria, se logra 
un equilibrio metabólico de la célula estable, por lo que es ideal para realizar estudios de 
estabilidad metabólica. Durante esta fase se generan perturbaciones controladas y se pueden 
observar cambios en el metabolismo provocados por la perturbación hecha en el sistema de 
fermentación. Una vez realizada la perturbación a estudiar, se recomienda que pasen 5 
tiempos de residencia (TR) para garantizar que todas las células que se encontraban 
presentes al momento de generar la perturbación ya fueron removidas del mismo y se logra 
nuevamente llegar al mismo estado fisiológico que se tenía en la fase estacionaria. 
 
2.3. LEVADURAS 
 
Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de hongos, incluyendo 
tanto especies patógenas para plantas y animales, como especies no solamente inocuas sino 
de gran utilidad. Estos microorganismos constituyen un grupo íntimamente asociado al 
progreso y bienestar de la humanidad.  
Las levaduras (Figura 2.9.) son los microorganismos más importantes en los procesos 
de fermentación desde el punto de vista industrial, porque muchas de las especies pueden 
convertir los azúcares en alcohol etílico y dióxido de carbono. Participan en la  producción 
de cerveza, vino, alcohol industrial, glicerol y vinagre. Las células de levaduras se utilizan 
también en la industria de la panificación y como alimento animal y humano, por su alto 
contenido de proteínas. 
Son organismos unicelulares eucarioticos pertenecientes al reino fungi, también 
conocidos como hongo imperfectos. 
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Figura 2.9. Morfología de una levadura. 
 
Esquema de una célula de levadura (Gaillardin y Heslot 1987) 
 
2.3.1. SACCHAROMYCES 
La levadura Saccharomyces es la más ampliamente estudiada y utilizada 
industrialmente debido a su capacidad para producir etanol. Esta levadura ha sido 
encontrada en prácticamente todas las fermentaciones participando activamente en la 
producción de etanol. Es por eso que Saccharomyces está ligada directamente con las 
fermentaciones alcohólicas.  
Algunas especies de levaduras del género Saccharomyces son capaces de llevar a 
cabo el proceso de fermentación, propiedad que se ha explotado desde hace muchos años 
en la producción de pan y de bebidas alcohólicas. Pero también desde el punto de vista 
científico, el estudio de las levaduras ha contribuido de manera muy importante a elucidar 
los procesos básicos de la fisiología celular utilizándolas como modelo biológico. 
Dentro del género Saccharomyces, la especie cerevisiae constituye la levadura más 
estudiada. Este organismo se conoce también como la levadura de panadería, ya que es 
necesario agregarla a la masa que se utiliza para preparar el pan para que este esponje o 
levante; de hecho el término levadura proviene del latín levare, que significa levantar. 
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La levadura del genero Sacchraomyces de la especie cerevisiae es la utilizada 
industrialmente durante el proceso de elaboración de tequila, la cual proviene de manera 
natural del mismo proceso o  bien, algunas fabricas han optado por la utilización de 
levadura seca de panificación, aunque más recientemente y sabiendo la importancia que 
tiene la levadura durante el proceso de producción, con la preocupación por la generación 
de compuestos durante la fermentación, se han comenzado a utilizar levaduras comerciales 
provenientes de otros proceso de fermentación alcohólica, principalmente de vino. 
Considerando que en una fermentación alcohólica el principal metabolito es el 
alcohol y, si éste se utiliza para medir la eficiencia de fermentación, la levadura S. 
cerevisiae es la que presenta los mejores rendimientos de conversión de azúcar en etanol. 
Pero en una fermentación para la producción de bebidas alcohólicas, el etanol es el 
producto metabólico mayoritario, pero respecto de la calidad sensorial de la bebida, no es el 
principal metabolito que se busca que esté presente en la bebida. Lo que convierte a S. 
cerevisiae en una levadura con un bajo perfil en la producción de compuestos volátiles 
aromáticos que contribuyan positivamente el sabor y aroma de la bebida. 
2.3.2. NO-SACCHAROMYCES 
Si bien la levadura Saccharomyces cerevisiae es la principal levadura utilizada en 
las fermentaciones para la producción de bebidas alcohólicas por su capacidad para 
producir una alta concentración de etanol, durante la fermentación son las levaduras no-
Saccharomyces las principales responsables de la producción de compuestos aromáticos 
como los ésteres. Estas levaduras están presentes en las primeras horas de fermentación 
debido a su supuesta baja tolerancia al etanol, por lo que al final de la fermentación solo 
sobreviven las levaduras Saccharomyces. 
 Actualmente existe un gran interés de estudio sobre las cepas de levaduras no-
Saccharomyces debido a su capacidad de producción de compuestos volátiles responsables 
de los aromas y sabores en las bebidas alcohólicas fermentadas, por lo que se han 
comenzado a estudiar consorcios de levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces en 
conjunto, para la producción de vino (Ciani y col., 2010). 
 En el tequila se han identificado levaduras de diferentes géneros de levaduras 
no-Saccharomyces tales como, Brettanomyces, Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, 
Saccharomycoides, Zygosaccharomyces, Torulaspora e Issatchenkia (Lachance, 1995), los cuales 
también han sido identificados en otras bebidas alcohólicas como el vino. Se conoce que durante el 
proceso de elaboración de bebidas de Agave en la etapa de fermentación se encuentran consorcios 
estables de bacterias y levaduras en fermentaciones espontaneas, siendo la levadura Kluyveromyces 
marxianus la que ha sido, común denominador en proceso donde la materia prima es el Agave  
(Lappe-Oliveras y col., 2008).  
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2.3.3. CULTIVOS MIXTOS 
 
En algunos procesos industriales es imprescindible que se encuentre solo un tipo de 
microorganismos, mientras que en otros es necesaria la presencia de un conglomerado de 
ellos para alcanzar los objetivos esperados. Por lo tanto, las características específicas de 
cada proceso industrial van a definir la conveniencia de utilizar un cultivo puro o mixto. 
Un cultivo puro es aquella población de microorganismos de un mismo tipo que, 
generalmente, se producen a partir de una sola célula. Por otro lado, un cultivo mixto está 
compuesto por varios microorganismos, cuya presencia en conjunto cumple una 
determinada función. Las poblaciones de microorganismos, cuya presencia en conjunto 
cumple una determinada función. Las poblaciones de fermentaciones espontaneas son un 
ejemplo de cultivos mixtos, pues no se inocula una sola cepa del microorganismo de interés 
y pueden crecer diferentes genero y especies de levaduras al mismo tiempo o bien 
levaduras y bacterias. 
El perfil aromático de los vinos fermentados con cultivos seleccionados de S. cerevisiae 
puede tener una diferencia significativa comparado con vinos fermentados de manera 
espontanea con la microflora nativa (Molina y col., 2009). Por lo que las especies de 
levaduras presentes durante la fermentación tienen una influencia en el perfil aromático ya 
que estas son las que producen los compuestos como los ésteres, en cultivos mixtos de S. 
cerevisiae con H. uvarum y H. guilliermondii incrementa la cantidad de compuestos 
volátiles producidos al final (Moreira y col., 2005), también se ha visto que Kluyveromyces 
marxianus fermentadora de lactosa llega a producir 138 mg/L de acetato de etilo (Dragone 
y col., 2009). De manera general, en vinos, la diversidad de levaduras en la fermentación 
contribuye a la formación de olores y sabores (Garde-Cerdan y col., 2006). 
 
2.4. INMOVILIZACIÓN DE LEVADURAS 
 
La inmovilización de levaduras es ahora una alternativa para la producción de vino a 
nivel industrial, con el objetivo de tener una alta concentración de células durante la etapa 
de fermentación. Se ha visto que la inmovilización también ayuda en fermentaciones 
mixtas, ayudando a mantener una concentración alta de no-Saccharomyces en co-cultivo 
con Saccharomyces, lo cual permite  elevar la concentración de compuestos volátiles en la 
bebida, debido a que son producidos principalmente por levaduras no-Saccharomyces. La 
inmovilización genera cambios fisiológicos y bioquímicos en la levadura en comparación 
con fermentaciones donde las levaduras están libres en el medio, en particular estos 
cambios incrementan el rendimiento de etanol (Ciesarova y col., 1998). 
Además, la inmovilización favorece la producción de altas concentraciones de ésteres 
durante la etapa de fermentación (Kourkoutas y col., 2003) y permite el reciclado de 
células, permitiendo que sean utilizadas en diferentes fermentaciones en lote, lo cual se 
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traduce en un ahorro económico durante el proceso (Zhao y Xia, 2010). Por otro lado las 
desventajas de la inmovilización muestran que la transferencia de nutrientes al interior de 
las perlas limita la disponibilidad de los mismos para que sean asimilados por las levaduras 
que se encuentran atrapadas en la matriz que las inmoviliza (Verbelen y col., 2006), un 
ejemplo de esto es la dificultad que presenta la glucosa, ya que esta difunde lentamente a 
través de las perlas de alginato y no puede ser consumida por S. cerevisiae causando  la 
muerte de las levaduras que se encuentran al interior de las perlas (Converti y col., 1996). 
Sin embargo el diámetro de las perlas juega un papel muy importante en la transferencia de 
nutrientes cuando se utilizan levaduras inmovilizadas. Se ha visto que un diámetro de 4 mm 
es recomendado para la fermentación de medios de cultivo con una concentración de 
glucosa de 100 g/L (Abraham y Surender 1993) mientras que un diámetro de 1.5 mm es el 
más recomendado para su utilización en medios de fermentación que presentan una 
concentración de glucosa de 200 g/L (Shiotani y Yamane 1981), esto debido a que la 
viscosidad del medio depende directamente de la concentración de azúcares presentes en el 
mismo, cambiando las propiedades reológicas. 
Otra alternativa es la absorción de células en soportes lignocelulosicos (Figura 2.10.), 
la cual no presenta la desventaja de la transferencia de nutrientes al interior del soporte, 
debido a que las células se localizan solo en el exterior del soporte, permitiendo que las 
células crezcan sobre la superficie del soporte al mismo tiempo que las células están en 
contacto con el medio de fermentación. En resumen la inmovilización muestra grandes 
ventajas tanto técnicas como económicas comparada con los sistemas de fermentación con 
células libres (Dragone y col., 2005). 
La inmovilización en gelatina de levaduras S. cerevisiae ayuda a que puedan fermentar 
en presencia de una concentración de furfural de hasta 2 g/L en el medio de fermentación lo 
que con levaduras libres inhibe el crecimiento, sin embargo cuando están inmovilizadas el 
rendimiento es de 48 g·L-1 de glucosa, en medio formulado con 100 g·L-1 de glucosa y 3 
g·L-1 de extracto de levadura a pH 4 con HCl (Boyer y col., 1992). 
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Figura 2.10. Microfotografía de las levaduras inmovilizadas en diferentes soportes. 
Microscopía electrónica de barrido (SEM)  
a) bagazo, b) hojas de maíz, c) Viruta, y d) mazorcas de maíz. 
Figura tomada de (Agudelo Escobar y col., 2012) 
 
 
2.5. PRODUCCIÓN DE ÉSTERES 
 
Los ésteres en el tequila dan sabores y olores frutales los cuales son deseados por 
algunos consumidores, estos están presentes en cantidades traza en bebidas fermentadas y 
presentan umbrales de detección bajos, por lo que una mínima variación en la 
concentración de estos puede ser detectada por el consumidor, representando un grupo de 
compuestos importantes para el perfil aromático de la bebida. 
Los compuestos producidos por las levaduras que dan el sabor y olor al tequila se 
pueden dividir en 5 grupos: compuestos con azufre, ácidos orgánicos, alcoholes superiores, 
compuestos carbonados y ésteres volátiles, siendo estos últimos los que representan el más 
grande e importante grupo puesto que dan el carácter frutal altamente deseado en las 
bebidas alcohólicas como el vino (Verstrepen y col., 2003). El sabor del vino que detecta 
cada individuo varía debido a que este es la respuesta final de un conjunto de una compleja 
interacción quimiosensorial que es difícil de predecir por que intervienen muchas variables 
(Fleet, 2003). 
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2.5.1. SÍNTESIS POR VÍA METABÓLICA 
 
Es de gran importancia conocer las rutas bioquímicas de degradación de los 
compuestos orgánicos, no solo para determinar cuáles pueden ser los productos que se 
obtendrán en una fermentación, sino por la posibilidad de manipular el proceso para 
producir otro tipo de sustancias. Existen varias rutas o secuencias bioquímicas de 
utilización y conversión de los azúcares; las rutas de mayor relevancia desde el punto de 
vista industrial son, la glucolisis, el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria. 
La glucolisis (vía de Embden-Meyerhof-Parnas, EMP) representa la ruta principal 
del metabolismo de la molécula de glucosa.  
Los ésteres se dividen en dos grandes grupos, los ésteres de acetato y los ésteres de 
ácidos grasos. La formación de esteres de acetato, es dependiente de la concentración de 
Acetil-CoA y alcoholes presentes en el medio, siendo el etanol el principal alcohol en el 
medio de fermentación, pero no es el único alcohol en el medio, pudiendo combinarse con 
los demás alcoholes superiores, por lo que el acetato de etilo es el éster que se produce en 
mayor concentración. Por otro lado los esteres de ácidos grasos son producidos por la 
condensación de los ácidos grasos con un alcohol, siendo el etanol el principal alcohol en el 
medio, produciendo etil esteres de ácidos grasos. Las vías de síntesis de los ésteres volátiles 
en las levaduras, son el producto de condensación de la reacción entre un acetil-CoA y un 
alcohol, la cual es catalizada por las enzimas Atf1 y Atf2 para esteres de acetato y Eht1 
(Etanol hexanoil transferasa) y Eeb1 para etil esteres (Athenstaedt y col., 1999; Mason y 
Dufour 2000). 
Figura 2.11. Esquema de las rutas metabólicas involucradas en el metabolismo de la 
producción de compuestos volátiles. 
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2.5.2. ENZIMAS Y GENES INVOLUCRADOS EN LA PRODUCCIÓN DE ÉSTERES 
 
Los niveles de expresión de los genes ATF1 y ATF2 afectan fuertemente la 
producción de acetato de etilo y acetato isoamilico, además las enzimas Atf1 y Atf2 estan 
relacionadas con las vías de síntesis de un amplio rango de esteres volátiles, tales como, el 
acetato de propilo, acetato de isobutilo, acetato de pentilo, hexilo, heptilo, octilo y fenil etil 
acetato. La enzima Atf2 juega en rol menor en comparación con Atf1, además la 
sobreexpresión de los alelos de los genes ATF1 y ATF2 conduce a diferentes velocidades 
de producción de esteres, indicando que los diferentes perfiles aromáticos de diferentes 
especies pueden deberse a mutaciones en los genes ATF (Verstrepen y col., 2003). Estos 
estudios han sido reportados en cepas de Saccharomyces pero estudios en cepas de 
levaduras no-Saccharomyces como Debaryomyces hansenii y Kluyveromyces lactis, 
demuestran la existencia de genes homólogos a ATF1 y ATF2 de S. cerevisiae (Dujon y 
col., 2004) y también en Pichia stipitis se han encontrado estos genes homólogos (Jeffries y 
col., 2007). 
 
2.5.2.1. MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GENES 
 
Dentro del estudio de la expresión génica por qPCR es indispensable tener una línea 
basal de la expresión de los genes, comúnmente esto se logra utilizando genes de referencia 
(GR). Uno de los GR más utilizados en levaduras es el gen constitutivo de la actina (ACT1)  
(Niewerth y col., 2003, Babiskin y Smolke 2011, Tringe y col., 2006, Molina y col., 2007).  
La normalización es una herramienta esencial de un sistema fiable, por lo que 
consiste en tener genes de referencia con expresión estable y buena correlación con las 
cantidades totales de ARNm presentes en las muestras. La normalización contra un GR 
único es inaceptable a menos de que se evidencie que presentan una clara expresión 
invariable bajo las condiciones experimentales descritas (Bustin y col., 2009).  
Uno de los genes más utilizados como GR es el gen ACT1, sin embargo, Teste y 
col., (2009) sugieren la invalidación de  ACT1  como GR para el análisis  cuantitativo por 
expresión de qPCR en S. cerevisiae y proponen los genes asparagina-glicosilación 9 
(ALG9), ARN polimerasa II (TAF10), subunidad 1 de factor de transcripción C (TFC1) y 
enzima conjugada de ubiquitina E26 (UBC6) por su condición estable durante el 
crecimiento en glucosa por largos periodos. 
Otro estudio realizado en el 2011 sobre la identificación de genes adecuados para la 
normalización de datos de expresión de RT-qPCR en S. cerevisiae durante la fermentación 
alcohólica, selecciona diversos GR los cuales fueron evaluados por tres diferentes métodos 
estadísticos comparándolos con el gen ACT1, encontrando que existe el riesgo de 
interpretaciones erróneas sobre la base de la normalización de los datos con un GR no 
valido. Por lo que proponen la evaluación de la estabilidad de expresión de GR bajo ciertas 
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condiciones experimentales como un requisito previo crucial para obtener información 
fiable acerca de la expresión génica. Los genes gliceraldehído 3 fosfato-deshidrogenasa 2 
(TDH2), fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1), TFC1, gen ribosomal (18S) y en especial el gen 
de la subunidad 9 de complejo II (QCR9) son los que se mantiene más estables durante el 
crecimiento a diferentes condiciones metabólicas (Vaudano y col., 2011). 
Recientemente se publicó un trabajo en el que proponen una estrategia para la 
selección y validación de GR en levaduras; determinando un conjunto de GR candidatos 
para la RT-qPCR sobre el análisis de los cambios dinámicos de la transcripción de S. 
cerevisiae, 10 de los 12 candidatos no eran reportados como GR potenciales. Encontrando 
que los GR más estables del pool utilizado fueron: trisofosfato isomerasa (TPI1), fructosa-
bifosfato aldolasa (FBA1), piruvato quinasa 1 (CDC19) y ACT1 en respuesta a una 
perturbación en la cantidad de glucosa disponible;  y FBA1, gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa 3 (TDH3), proteína celular covalentemente ligada a la pared 12 (CCW12) y 
ACT1 en respuesta a la cantidad de amoniaco disponible. Por lo tanto se refuerza la 
utilización del gen ACT1 como un GR válido (Cankorur-Centikaya y col., 2012). 
 
2.5.2.2. RT-qPCR 
 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una forma sencilla de replicar  
rápidamente fragmentos específicos de ADN hasta llegar a alcanzar concentraciones que 
puedan ser vistas por el ojo humano mediante una gran cantidad de técnicas desarrolladas 
para su detección. De esta manera se busca en el genoma de microorganismos de interés 
fragmentos específicos que se deseen amplificar. (Fairchild y col., 2006). 
La PCR en tiempo real o PCR cuantitativa es una variación de la técnica PCR 
estándar que se emplea para la cuantificación tanto de DNA como de mRNA en una 
muestra (medida de la expresión génica).  Utilizando primers específicos puede medirse el 
número de copias relativo de mRNA que contienen una muestra (RT-PCR para la medida 
de la expresión génica). Por lo que, la técnica de PCR en tiempo real es aplicada a la 
medición de la expresión de genes particulares. 
La reacción en cadena de polimerasa (PCR) en tiempo real es más rápida, sensible y 
precisa para la medición de la expresión génica a diferencia del northern blot, del análisis 
en serie de la expresión génica (SAGE, por sus siglas en ingles) y de los micro-arreglos.  
La simplicidad, especificidad y sensibilidad junto con su alto potencial en 
rendimiento y la continua introducción de nuevos productos químicos, así como 
instrumentos más fiables y protocolos mejorados, hizo de la RT-qPCR (transcripción 
reversa con PCR en tiempo real cuantitativa) la tecnología de referencia para la detección 
y/o comparación de los niveles de ARNm (Bustin y col., 2005). 
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2.5.2.3. GENES DE REFERENCIA 
 
Además de la normalización por medio de GR, el uso de curvas de dilución para 
probar las eficiencias de amplificación de ensayos individuales es el método más fácil, 
transparente e informativo para determinar la eficiencia de la amplificación así como la 
relativa abundancia de la expresión génica. Además de las curvas de dilución que también 
proporcionan convenientes controles positivos, y pueden actuar como controles de 
inhibición por lo que ayudan a definir el rango dinámico y los límites de detección de todos 
al mismo tiempo. Idealmente la curva de dilución debe procesarse con cada muestra, ya que 
todos estos parámetros podrían (y probablemente lo hacen) variar entre muestras (Bustin, 
2010). 
La eficiencia (E) correspondiente de la qPCR en un ciclo en la fase exponencial y es 
calculada para cada par de iniciadores de acuerdo a la ecuación: 
 
Además de optimizar la eficiencia de los iniciadores, es necesario comprobar la 
especificidad de los iniciadores a utilizar para tener la seguridad de que únicamente se está 
amplificando el fragmento deseado, la manera de hacerlo mediante la técnica de qPCR es a 
través de los fragmentos mostrados en la curva melting. 
Para la cuantificación relativa ha sido presentado un modelo matemático de un gen 
de interés en comparación a un GR. La proporción de la expresión relativa o veces de 
cambio (R) de un gen de interés es calculado basándose en la eficiencia y la desviación del 
Cq de una muestra no conocida contra un control, y expresado en comparación a un GR 
La cuantificación relativa de un gen de interés en comparación a un GR es calculada 
de acuerdo a la siguiente ecuación: 
 
Los valores obtenidos de esta ecuación deben ser sometidos a una normalización de 
acuerdo al número de células y cantidad de ARN y ADNc en cada muestra. 
 
2.5.3. SÍNTESIS POR VÍA QUÍMICA 
 
Los ésteres se obtienen mediante la reacción de alcoholes o fenoles con ácidos o con 
derivados de éstos, especialmente cloruros de ácido o anhídridos. Cuando la formación de 
ésteres se lleva a cabo utilizando ácidos carboxílicos o sus derivados, debería de 
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especificarse que se trata de ésteres carboxílicos o carboxilatos, ya que hay otros tipos de 
ésteres como sulfatos, fosfatos, sulfonatos, etc. Sin embargo, ya que éste es el tipo de éster 
más común y el más importante, queda sobreentendido que cuando se dice simplemente 
"éster" se trata de un éster carboxílico.  
Un ácido carboxílico se puede transformar directamente al éster correspondiente 
cuando se calienta con un alcohol en presencia de un ácido mineral como catalizador. Este 
método de síntesis se conoce como reacción de Fischer o esterificación de Fisher. Esta 
reacción es reversible y, cuando se usan cantidades equivalentes de los reactivos, 
generalmente alcanza el equilibrio cuando hay una cantidad apreciable tanto de reactivos 
(alcohol y ácido carboxílico) como de productos (éster y agua). Sin embargo, tiene la 
ventaja de ser una síntesis de un solo paso y, de acuerdo al principio de Le Châtelier, el 
equilibrio de la reacción se puede desplazar hacia la formación del producto deseado 
agregando un exceso de alguno de los reactivos, o eliminando del medio de reacción uno de 
los productos, ya sea el éster, o más comúnmente el agua. Para esto, puede aprovecharse el 
hecho de que los alcoholes más pesados que el metanol forman azeótropos binarios con 
agua o azeótropos ternarios con agua y el éster.  
El mecanismo aceptado para la reacción de Fischer es una sustitución nucleofílica 
de acilos que presenta los siguientes pasos:  
a) La protonación de un oxígeno carboxílico por un catalizador ácido, para hacer más 
electrófilo al carbono carboxílico.  
b) El ataque nucleofílico al carbono carboxílico por el oxígeno proveniente del alcohol.  
c) La transferencia de protones entre los átomos de oxígeno.  
d) La salida de una molécula de agua.  
e) La desprotonación de un oxígeno para dar el éster y regenerar al catalizador.  
En las esterificaciones el orden de reactividad es el siguiente:  
 Respecto al alcohol:  
CH3-OH > R-CH2-OH > R2-CH-OH > (R3-C-OH) 
 Respecto al ácido:  
HCOOH > CH3COOH > RCH2COOH > R2CHCOOH > R3CCOOH 
En general, los alcoholes terciarios no pueden ser esterificados por este método 
debido a que, en condiciones ácidas, la deshidratación del alcohol terciario conocida como 
eliminación para formar alquenos es más favorable que la esterificación la cual ocurre 
mediante sustitución nucleofílica de acilos. 
Entre la gran variedad de productos naturales que tienen grupos éster, son 
particularmente importantes las grasas y aceites, los cuales son tri ésteres del glicerol y de 
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ácidos grasos (ácidos de cadena larga, predominantemente de 12 a 18 carbonos, y número 
de carbonos par). En las grasas predominan las cadenas saturadas, mientras que en los 
aceites las cadenas son predominantemente insaturadas con uno, dos o hasta tres dobles 
enlaces. Las ceras son ésteres de ácidos carboxílicos de cadena larga y de alcoholes 
primarios también de cadena larga como el estearato de cetilo (ácido de 18 carbonos y 
alcohol de 16 carbonos) y el palmitato de triacontilo (ácido de 16 carbonos y alcohol de 30 
carbonos). Los ésteres de bajo peso molecular tienen olores muy agradables y de hecho son 
los principales componentes del sabor y olor de las frutas y de muchos otros alimentos. 
Muchos ésteres sencillos, derivados de las diferentes combinaciones de alcoholes y 
ácidos (lineales o ramificados, generalmente con 5 carbonos o menos) tienen un uso muy 
importante en la industria alimentaria y en perfumería como aromatizantes y saborizantes 
artificiales, ya sea solos, o en mezclas con otros compuestos naturales o sintéticos. Esta 
aplicación se debe al olor agradable de muchos ésteres, frecuentemente de tipo frutal, 
aunada a su relativamente baja toxicidad.  
 
2.6. FACTORES INVOLUCRADOS EN LA  PRODUCCIÓN DE ESTERES 
 
Son muchos los factores tanto físicos, químicos, ambientales y bioquímicos los que 
afectan el metabolismo de las levaduras que son las principales responsables de la 
producción de estos compuestos durante la etapa de fermentación de bebidas alcohólicas. 
 
2.6.1. INMOVILIZACIÓN 
 
La inmovilización genera cambios fisiológicos y bioquímicos en la levadura en 
comparación con fermentaciones donde las levaduras están libres en el medio, en particular 
estos cambios incrementan el rendimiento de etanol (Ciesarova y col., 1998). Además, 
favorece la producción de altas concentraciones de ésteres durante la etapa de fermentación 
(Kourkoutas y col., 2003). Independientemente del soporte que se utilice para la 
inmovilización de las levaduras el incremento en la producción de esteres como acetato de 
etilo se ve favorecida tanto en cerveza como en vino (Kourkoutas y col., 2004). La 
utilización de Candida stellata inmovilizada en la fermentación para la producción de vino 
con una consecutiva fermentación con S. cerevisiae libre para terminar la fermentación, 
favorece el consumo de azúcar, acetaldehído y metabolismo de acetoína lo que incrementa 
la calidad del vino y permite producir vinos especiales con características específicas (Ciani 
y Ferraro 1998). 
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2.6.2. AIREACIÓN 
 
La producción de ésteres por las levaduras está afectado por diversos factores, 
Yamada (1927) estudio Willia anomala (Pichia anomala) aislada de la superficie de la tina 
de fermentación de Sake observando que la aerobiosis es una de las condiciones de 
fermentación que más afectan a la producción de ésteres. Este mismo fenómeno lo observó 
Peel (1951) con Hansenula anomala (Pichia anomala) ya que en condiciones anaeróbicas 
no logro producir estos compuestos. La habilidad de algunas levaduras de producir trazas 
de ésteres es una propiedad de muchas levaduras como H. anomala que logra producir 25 
mmol de acetato de etilo por cada 100 mmol de glucosa consumida en condiciones 
aeróbicas, por lo que la formación del acetato de etilo es un proceso aeróbico (Davies y 
col., 1951), otros estudios demuestran que la producción de acetato de etilo por Candida 
pseudotropicalis fue favorecido en condiciones aeróbicas mientras que en condiciones 
anaeróbicas solo se produjo etanol, además en un medio deficiente de metales también se 
favorece la producción de ésteres (Willetts y col., 1989). 
 
2.6.3. TEMPERATURA 
 
La temperatura es otro factor que afecta la producción de esteres observando que en 
fermentaciones con S. cerevisiae realizadas a 15ºC se producen mayor cantidad de aromas 
frutales comparado con fermentaciones realizadas a 28ºC en vinos (Molina y col., 2007). 
La fermentación a bajas temperaturas favorece la producción de ésteres y modifica la 
composición de lípidos celulares en levaduras, en vinos puede atribuirse este fenómeno a la 
retención de terpenos, a la reducción en alcoholes superiores y de un incremento en la 
producción de ésteres de etilo y acetato con el total de compuestos volátiles, además de que 
el medio de cultivo proporciona precursores para la formación de estos (Beltran y col., 
2008).  
 
2.6.4. FUENTE DE CARBONO 
 
Se ha observado que también la fuente de carbono afecta la producción de ésteres, 
Yoshioka y Hashimoto (1984) observaron que la fermentación con glucosa aumenta la 
producción de acetato de isoamilo y acetato de etilo con gran actividad de la enzima 
alcohol aciltransferasa comparado con fermentaciones donde la fuente de carbono era 
maltosa y fructosa. En fermentaciones con fructosa la formación de ésteres así como la 
actividad de la enzima disminuye. La principal fuente de carbono en el jugo de Agave para 
la producción de tequila es la fructosa por lo que este puede ser un punto fundamental en 
este trabajo. 
 
40 
 
2.6.5. NITRÓGENO 
En la fermentación de jugo de Agave para la producción de tequila la concentración 
de nitrógeno es un elemento limitante para el crecimiento y capacidad fermentativa, por lo 
que se tiene que enriquecer el jugo de Agave con una fuente de nitrógeno externa. 
Dependiendo de la naturaleza del nitrógeno que se adiciona al jugo para la formulación del 
mosto se tiene un efecto en la producción de compuestos volátiles. La adición de sulfato de 
amonio al jugo de Agave durante la formulación del mosto aumenta la concentración en la 
producción de propanol y disminuye la concentración de alcoholes amílicos (Arrizon y 
Gschaedler 2007). En fermentaciones de jugo de uva con altas concentraciones de 
nitrógeno se producen bajas concentraciones de ácidos volátiles, la mejor concentración de 
nitrógeno en el medio es de 190 mg/L. Durante la fermentación de jugo de uva el mejor 
momento para adicionar el nitrógeno es al inicio de la misma (Bely y col., 2003). 
 
La concentración de nitrógeno en el medio afecta la concentración de esteres 
producidos, en fermentaciones de jugo de uva para la producción de vino con cepas de 
levaduras S. cerevisiae a una concentración de 148 mg/L ese llegan a producir de 1.5 a 3.0 
mg/L en comparación con fermentaciones a una concentración de 211 mg/L, la producción 
de esteres se incrementa de 2.5 a 4 mg/L (Carrau y col., 2010). 
 
La concentración de nitrógeno así como la naturaleza de este y el tiempo en el cual 
se adicionan al medio tienen un efecto en el metabolismo de la levadura durante la 
fermentación de jugo de uva, y por consiguiente en la producción de compuestos volátiles 
durante la fermentación lo que cambia el perfil aromático del producto final (Bell y 
Henschke 2005; Jiménez-Martí y col., 2007). La concentración de nitrógeno que se necesita 
para la fermentación depende de la concentración de azúcar teniendo una relación ideal de 
0.62 a 0.91 mg N·g-1 de azúcar, lo que aumenta la capacidad de las levaduras para producir 
aromas frutales en el vino (Taillandier y col., 2007). 
En la producción del vino el enriquecimiento de los mostos con una fuente de 
nitrógeno inorgánica (sulfato de amonio) en combinación con una fuente de nitrógeno 
orgánica (aminoácidos) incrementa tanto la producción de esteres de acetato como la de 
esteres de ácidos grasos de cadena mediana, y disminuye la producción de alcoholes 
superiores. Mientras que al formular los mostos con solo sulfato de amonio solo incrementa 
la producción de acetato de etilo y ácido acético. La concentración de aromas deseados en 
el producto final puede ser controlada antes de la fermentación al colocar la fuente de 
nitrógeno deseada así como la concentración adecuada del mismo (Torrea y col., 2011). 
La adición de amonio como fuente de nitrógeno para el enriquecimiento de los 
mostos de fermentación afecta la producción de compuestos volátiles y no-volatiles, debido 
a que pueden llegar a formarse aromas no deseados, bajas concentraciones de nitrógeno en 
el medio favorecen la producción de ésteres de ácidos grasos de cadena ramificada y altas 
concentraciones de nitrógeno favorecen la producción de ésteres de ácidos grasos de cadena 
mediana (Vilanova y col., 2007). 
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2.6.6. MINERALES 
 
Las enzimas piruvato descarboxilasa y etanol deshidrogenasa de Zymomonas 
mobilis se ven afectadas en presencia de metales como mercurio, cobre y zinc ya que 
inhiben la reducción de acetaldehído, los cloruros de bario, magnesio y molibdeno a una 
concentración de 5 mM no tienen efecto en la actividad enzimática de las enzimas piruvato 
descarboxilasa y etanol deshidrogenasa. El cloruro de calcio a una concentración de 0.2 
mM no presenta un efecto sobre la etanol deshidrogenasa pero potencializa el efecto de la 
piruvato descarboxilasa 400%. Sin embargo el cobalto, manganeso y niquel activan la 
etanol deshidrogenasa y no presentan efecto sobre la piruvato descarboxilasa (Hoppner y 
Doelle 1983).  
La concentración de 0.75 mM de calcio en medio formulado tiene un efecto positivo 
sobre S. bayanus debido a que le ayuda a tolerar altas concentraciones de etanol en el 
medio, por lo que puede llegar a producir una concentración mayor de etanol al incrementar 
la viabilidad de las levaduras (Nabais y col., 1988). El aumento en la concentración de 
calcio en melazas para fermentación afecta la capacidad de crecimiento y fermentación de 
S. cerevisiae, por lo que altas concentraciones de calcio en el medio afectan la producción 
de etanol y por tanto el rendimiento (Chotineeranat y col., 2010). 
La relación entre la concentración de calcio, sodio y magnesio, determina el 
rendimiento en la producción de etanol, por lo que 1.51 mg·L-1 de Ca, 930 mg·L-1 de sodio 
y 128 mg·L-1 de magnesio, son las concentraciones en medio sintético donde S. cerevisiae 
presenta el mejor rendimiento de fermentación (Soyuduru y col., 2009). 
 
2.6.7. OTROS FACTORES 
 
Una alta cantidad de ácidos grasos insaturados en el medio baja la producción de 
etil ésteres pero en fermentaciones a altas temperaturas las levaduras producen octanoato y 
decanoato de etilo. Los ésteres aromáticos son formados intracelularmente por las 
levaduras, los etil esteres se difunden fácilmente al medio de fermentación, pero para los 
ésteres de ácidos grasos la difusión se obstaculiza por el tamaño de las cadenas de ácidos 
grasos (Saerens y col., 2008). 
El contenido de ésteres en bebidas alcohólicas destiladas también depende de si la 
levadura está presente en el momento de la destilación ya que si la destilación de los mostos 
se realiza con todo y las levaduras, la concentración de etil ésteres como decanoico, 
dodecanoico y hexadecanoico inrementan (Demyttenaere y col., 2003). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
En la industria tequilera existe un interés de algunas empresas en obtener productos 
para nichos de consumidores muy específicos con un valor agregado más alto. Una vía para 
lograrlo es incrementar la cantidad de esteres para obtener un producto más aromático, 
estos son producidos principalmente por las levaduras no-Saccharomyces en la fase de 
fermentación.  
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4. HIPÓTESIS 
El aumento de la producción de compuestos volátiles, en particular ésteres, en las 
fermentaciones de tequila está relacionado con la presencia de levaduras no-Saccharomyces  
en conjunto con los factores nutricionales y ambientales de la fermentación. 
44 
 
 
5. OBJETIVOS 
 
a. GENERAL 
 
Seleccionar y caracterizar levaduras no-Saccharomyces silvestres provenientes 
de procesos artesanales con capacidad de producción de compuestos volátiles 
(ésteres) en una mayor concentración para la fermentación del tequila. 
 
b. ESPECÍFICOS 
 
Seleccionar al menos 2 cepas de levaduras no-Saccharomyces para la industria 
tequilera en base a sus capacidades fermentativas y producción de ésteres. 
 
Estudiar la influencia de factores nutricionales y ambientales sobre la 
producción de ésteres por las levaduras no-Saccharomyces seleccionadas en 
bioreactor en condiciones controladas, a nivel laboratorio. 
 
Estudiar el comportamiento de las levaduras no-Saccharomyces seleccionadas 
(inmovilizadas o no) en cultivos mixtos con Saccharomyces cerevisiae y su efecto 
en la producción de compuestos volátiles. 
 
Realizar un modelo matemático del comportamiento de los cultivos mixtos. 
 
Realizar fermentaciones a nivel piloto para obtener producto terminado.  
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6.1. CEPAS DE LEVADURAS 
 
Se utilizaron 12 cepas de levaduras de la colección de cepas de Ciatej, las cuales se 
describen en la tabla 6.1. 
Tabla 6.1. Descripción de las cepas 
Cepa Identificación Lugar de procedencia Proceso 
AR5 Saccharomyces cerevisiae Jalisco Tequila 
OFF1 Kluyveromyces marxianus Guerrero Mezcal 
SLP1 Kluyveromyces marxianus San Luis Potosí Mezcal 
DU3 Kluyveromyces marxianus Oaxaca Mezcal 
GRO6 Kluyveromyces marxianus Guerrero Mezcal 
DI Torulaspora delbrueckii Oaxaca Mezcal 
DI1 Torulaspora delbrueckii Oaxaca Mezcal 
ML2 Zygosaccharomyces bisporus Oaxaca Mezcal 
CF Zygosaccharomyces rouxii Oaxaca Mezcal 
ML3 Zygosaccharomyces bailii Oaxaca Mezcal 
MN Schizosaccharomyces pombe Oaxaca Mezcal 
GRO3 Pichia kluyveri Guerrero Mezcal 
 
6.2. MEDIOS DE CULTIVO 
Los medios de cultivo son utilizados para el crecimiento de los microorganismos en un 
ambiente simulado en el laboratorio y de esta manera poder estudiarlos. 
 
6.2.1. MEDIOS SÓLIDOS 
Los medios de cultivo sólidos son utilizados para proporcionar a los microorganismo un 
soporte donde puedan crecer con todos los nutrimento necesarios para su desarrollo. Uno de los 
medios de cultivo más utilizados para el crecimiento de levaduras es el medio YPD, que 
proporciona a las levaduras fuente de carbono en forma de glucosa, nitrógeno y demás nutrimentos 
necesarios para su crecimiento. 
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 Medio YPD Agar 
10 g/L de extracto de levaduras 
20 g/L de bactopeptona 
20 g/L de glucosa 
20 g/L de Agar 
 pH 4.5 ± 0.2 con HCl 
 
 Medio WL Agar (Fluka) 
20 g/L de Agar 
5 g/L de hidrolizado enzimático de caseína 
4 g/L de extracto de levadura 
50 g/L de dextrosa 
0.55 g/L de fosfato monopotasico 
0.425 g/L de cloruro de potasio 
0.125 g/L de cloruro de calcio 
0.125 g/L de sulfato de magnesio 
0.0025 g/L de cloruro férrico 
0.0025 g/L de sulfato de manganeso 
0.022 g/L de verde de bromocresol 
 
6.2.2. MEDIOS LÍQUIDOS 
Los medios de cultivo líquidos proveen a las levaduras los nutrimentos necesarios para su 
desarrollo. En este trabajo se utilizó el medio YPD líquido para la reactivación de las cepas así 
como para preparación de los inoculos. Los medios de fermentación que se utilizaron fueron el 
medio M11 y el medio JA. 
 Medio YPD 
10 g/L de extracto de levadura 
20 g/L de bactopeptona 
20 g/L de glucosa 
 pH 4.5 ± 0.2 con HCl 
 
 Medio M11 
1 g/L de extracto de levadura*  
1 g/L de (NH4)2SO4 
0.982g/L de Ca(NO3)2·4H2O   
1.688 g/L de MgSO4** 
2.227 g/L de K2HPO4 
100 g/L de Fuente de carbono*** 
 pH 4.5 ± 0.2 con HCl 
* La concentración de extracto de levadura fue de 0.4 g/L para los medios en la selección de las cepas. 
** Se ajustó la concentración a 3.276 g/L cuando era MgSO4·7H2O 
*** Las fuentes de carbono que se utilizaron fueron: glucosa, fructosa, melaza y piloncillo. 
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 Medio JA para fermentación 
1 L de jugo de Agave diluido a 100 g/L de azúcar 
0.5 g de (NH4)2SO4 
 
6.3. CONTEO  
El conteo de células se realiza para conocer la concentración de microorganismo en una 
muestra así como para monitorear de las poblaciones y de esta manera determinar las cinéticas de 
crecimiento, para esto se cuenta con varias técnicas entre las que se encuentra el conteo directo al 
microscopio, o el conteo en medio de cultivo, donde se cuentan unidades formadoras de colonias 
(UFC). También existe el conteo indirecto por medio de la turbidez del medio o la estimación de la 
población por la técnica del número más probable. 
6.3.1. DIRECTO AL MICROSCOPIO 
Cuando se realiza el conteo directo al microscopio se utilizan cámaras de conteo como la 
cámara de Neubauer o la cámara de Thoma.  
Para el conteo de levaduras en cámara Thoma se colocó la muestra diluida y se contaron 5 
cuadros medianos compuestos de 25 cuadros chicos.  
 
Para la estimación de células de levaduras se contaron los cuadros de las 4 esquinas y un 
cuadro central, para calcular la concentración de células por mL se utilizo la siguiente formula. 
 
 
 
O bien,   
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Cuadro grande
Cuadro mediano
Cuadro pequeño
 
Figura. 6.1. Cámara de conteo Thoma. 
 
 
Cuando se utilizó la cámara de conteo Neubauer se utilizo la siguiente formula 
 
 
O bien,   
Figura 6.2. Cámara de conteo Neubauer. 
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6.3.2. CONTEO EN CAJA 
Los métodos para el recuento de microorganismos en caja ofrecen la ventaja de poder 
recuperar las cepas y así poder identificarlas y aislarlas. El método de extensión en superficie 
consiste en inocular 100 µL de muestra o dilución de la misma sobre una caja petri con medio de 
cultivo, la muestra es extendida sobre la superficie del agar ayudados por una varilla estéril de 
vidrio acodada. 
Para la realización de la técnica primeramente se realizó un conteo al microscopio en 
cámara de Neubauer para hacer una estimación de la concentración de levaduras presentes en la 
muestra y realizar las diluciones necesarias para tener entre 50 y 100 levaduras al inocular 100 µL 
de la dilución y extenderlos con una varilla acodada, puesto que si se llegan a tener más colonias en 
la caja no se llegan a ver fácilmente las diferencias morfológicas de las colonias (Romancino y col., 
2008). A partir del conteo al microscopio se calculó la concentración de células en la muestra y se 
realizaron las diluciones necesarias de las muestras para inocular 100 µL de la dilución 
correspondiente en cada caja petri con los medios WL y YPD. Se extendió la muestra con la varilla 
acodada sobre la superficie de la caja realizando duplicados de cada una. Se incubaron a 37ºC y se 
revisaron a las 24 y 48 horas de incubación para el conteo de levaduras y reportar las UFC/mL. En 
el caso de los cultivos mixtos se realizó un conteo diferencial en el medio WL, en base a las 
características morfológicas características de cada una de las cepas de levaduras utilizadas. 
6.3.2.1. MEDIO YPD 
El medio YPD es un medio ampliamente utilizado para el crecimiento de levaduras, el cual 
proporciona a la levadura los nutrientes necesarios para su crecimiento. Este medio le confiere a la 
levadura una fuente de nitrógeno mediante la dextrosa, la fuente de nitrógeno con la bactopeptona y 
finalmente el extracto de levadura aporta aminoácidos, vitaminas y minerales esenciales para el 
crecimiento. 
 
6.3.2.2. Medio Wallerstein Laboratory (WL) 
El medio WL fue desarrollado para el estudio de procesos de fermentación. Este medio puede 
ser utilizado para el crecimiento tanto de levaduras como de bacterias, pero cuando la concentración 
de levaduras es mayor que la de bacterias, se pueden agregar inhibidores para levaduras 
permitiendo el desarrollo de bacterias. El extracto de levadura es una fuente de elementos traza, 
vitaminas y aminoácidos, la peptona provee de nitrógeno, aminoácidos y carbono. La dextrosa es la 
fuente de carbohidratos. El fosfato monopotasico es el amortiguador de pH en el medio. Los 
cloruros de potasio, calcio y hierro, aportan los iones escenciales y ayudan a mantener el balance 
osmótico. Los sulfatos de magnesio y manganeso son la fuente de cationes divalentes para las 
reacciones enzimáticas durante el metabolismo de los microorganismos. El verde de bromocresol es 
un indicador de pH y finalmente el agar es el agente solidificador del medio. 
 
51 
 
6.4. INMOVILIZACIÓN DE LEVADURAS 
Soluciones utilizadas para la inmovilización de levaduras 
 
 Alginato de sodio 4% (40 g/L) 
 CaCl2 170 g/L 
 Solución salina fisiológica, NaCl 0.9% (9 g/L) 
 Solución de glucosa 40% (400 g/L) 
 Agua destilada estéril 
 Citrato de Sodio 2% (20 g/L) 
 Caldo YPD para el crecimiento 
 
NOTA: Todas las soluciones fueron esterilizadas en autoclave a 121ºC por 20 min. 
 
Procedimiento para la inmovilización de cada una de las cepas 
 
Se inocularon 250 mL de caldo YPD y se incubó a 30ºC y 250 rpm por 20 H, se centrifugó el 
cultivo a 4000 rpm por 5 min para concentrar la solución de células, una vez centrifugado se 
realizaron 2 lavados de las células con solución salina estéril y finalmente se resuspendio el botón 
de células en 25 mL de solución salina estéril. Se realizó un conteo al microscopio en cámara de 
conteo Thoma para conocer la concentración de células, ya que se requieren 1X109 cel/mL para 
posteriormente utilizar como inoculo en la fermentación 10 g de perlas/L de medio y tener una 
concentración de 1X107 cel/mL en la fermentación. Los 25 mL de suspensión celular se mezclaron 
con 25 mL de alginato de sodio 4%, para tener al final una solución de alginato de sodio al 2%. La 
mezcla se goteo en 500 mL de una solución de CaCl2 (170g/L) la cual induce la gelación, esta 
solución se mantuvo en agitación durante el goteo y se deja 30 min mas en agitación después de 
terminado el goteo, para el goteo de la solución, ésta se bombeo a máxima velocidad de la bomba 
utilizando una manguera de 2.54 mm de diámetro interno y una aguja de calibre 27 G X ¾” (0.4 X 
20 mm). Una vez terminado el tiempo de agitación las perlas se lavaron 2 veces con agua destilada 
estéril y finalmente se dejaron en una solución de glucosa 4% para su almacenamiento en 
refrigeración a 4ºC. Para el conteo de la concentración de células por gramo de perlas se pesaron 4 
perlas en un tubo eppendorf y se suspendieron en 1 mL de citrato de sodio 2% para liberar las 
células y disolver el alginato de sodio, se llevaron al vortex por 10 min a máxima velocidad y se 
realizó un conteo al microscopio en cámara de Thoma. 
 
6.5. TÉCNICAS ANALÍTICAS 
 
6.5.1. AZUCARES (DNS) 
La reacción se basa en la reducción del acido 3,5-dinitrosalicilico en acido 3-amino-5-
nitrosalicilico cuando los grupos aldehídos son oxidados por los grupos carboxilos (Miller, 1959). 
La cuantificación de los azucares reductores directos presentes en una muestra se realizó 
colocando 100 µL de una dilución de la muestra y 100 µL de reactivo DNS en un tubo, se agitó y se 
colocó en baño de agua a 95ºC por 5 min, transcurrido el tiempo se paso a enfriar en un baño de 
hielo, una vez frio se le coloco 1 mL de agua destilada y se midió la absorbancia a 540 nm en un 
lector de microplacas Bio-Rad 680XR. Debido a que la muestra contenía partículas suspendidas 
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provenientes del bagazo del jugo de Agave, previamente se centrifugo y se recupero el sobrenadante 
para el análisis. 
El reactivo de DNS se preparo en un matraz aforado de 1 L ambar o protegido de la luz 
disolviendo 10 g de hidróxido de sodio, 200 g de Tartrato de sodio y potasio, 0.5 g de metabisulfito 
de sodio y 2 g de fenol en 600 mL de agua. Los reactivos se agregaron en el orden mencionado, 
cada uno de los reactivos hasta su disolución total. Una vez disuelto todo, se agregaron 10 g de 
acido 3,5-dinitrosalicilico muy lentamente hasta disolver y se aforo a 1 L con agua destilada. 
Los valores leídos en el lector de microplacas se convirtieron a valores de concentración en 
gramos por litro mediante una curva de calibración la cual se obtuvo preparando diferentes 
concentraciones de azúcar conocido. Esta preparación consistió en agregar en 100mL de agua 
destilada 0.1g de azúcar (glucosa, fructosa, xilosa, o su mezcla apropiada) para obtener una solución 
cuya concentración fue 1g/L de azucar. De esta solución se prepararon distintas concentraciones 
haciendo diferentes diluciones, que se leen en el lector de microplacas a la longitud de onda 
anteriormente mencionada. De esta forma se obtuvo una curva que relaciona la absorbancia con la 
concentración, esta curva presenta la forma lineal, siendo la variable independiente la absorbancia. 
 
6.5.2. NITRÓGENO AMONIACAL 
La medición del nitrógeno amoniacal se basa en la reacción del catión amonio (NH4
+) con 
fenol e hipoclorito de sodio en presencia de nitroferricianuro como catalizador. Esta reacción forma 
compuestos tipo indofenol que brinda un color azul en medio alcalino. 
Se preparó una “solución de coloreado de fenol” disolviendo 25 g de fenol en 400 mL de 
agua destilada, por separado se disolvieron 125 mg de nitroferricianuro de sodio en 50 mL de agua 
destilada. Se añaden los 50 mL de solución de nitroferricianuro a los 400 mL de solución de fenol y 
se aforó a 500 mL con agua destilada. 
Por otro lado se preparó la “solución de hipoclorito alcalino” disolviendo 12.5 g de 
hidróxido de sodio en 400 mL de agua destilada y se le añadieron 20 mL de hipocolorito de sodio 
(Clorox, cloro comercial) y se aforaró a 500 mL con agua destilada. 
Las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min para retirar las células, y de ser 
necesario se diluyeron para tener una concentración de sulfato de amonio menor a 1 g/L. 
La medición del nitrógeno amoniacal se llevó a cabo con 20 µL de muestra a la que se le 
añadió 1 mL de solución de coloreado de fenol y se agito en vortex. Posteriormente se le añadió 1 
mL de solución de hipoclorito alcalino y se agitó en vortex. Se dejó reaccionar por 10 min a 
temperatura ambiente y se añadieron 8 mL de agua destilada. Se agitó en vortex y se midió la 
absorbancia a 630 nm. 
La curva de sulfato de amonio se preparo entre 0 y 1 g/L de sulfato de amonio con 
intervalos de 0.2 g/L. 
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6.5.3. NITRÓGENO ASIMILABLE 
Para la medición del nitrógeno asimilable se utilizó el método Sörensen que consiste en 
colocar 100 mL de muestra en un vaso de precipitados de 250 mL ajustando el pH de la muestra a 
7.5 con NaOH 1N, después se agregaron 25 mL de formaldehido 37% (previamente neutralizado a 
pH 7 con NaOH 1N). Se dejó en agitación por 5 min y después se titulo con un bureta NaOH 0.1N 
hasta un pH de 7.5 y se midió el volumen utilizado.  
Después se utilizó la siguiente fórmula para el cálculo del nitrógeno asimilable. 
 
  
 
 
6.5.4. CROMATOGRAFÍA DE GASES HS-GC 
Los compuestos volátiles mayoritarios se analizaron por la técnica de headspace acoplado a 
cromatografía de gases. Se utilizo un Headspace Hewlett Packard modelo HP 7694E, y un 
cromatografo Hewlett Packard modelo HP 6890, con un detector de ionización de flama, para la 
separación de los compuestos se utilizó un columna Innowax de 60m X 0.32 mm X 0.25 µm con 
una presión de 15.34 y un flujo de 1.8 mL/min para una velocidad de 26 cm/seg. La rampa de 
calentamiento del horno inicio a 55ºC por 5 min aumentando 5ºC/min hasta llegar a 160ºC y 
aumentando 25ºC/min hasta llegar a 220ºC manteniéndose durante 8 min. La temperatura del 
detector fue de 250ºC, los flujos de los gases fueron: Helio 30 mL/min, aire 300 mL/min y 
Nitrógeno 30 mL/min. 
 
Se utilizaron viales de 20 mL a los cuales se les colocaron 2 mL de muestra, se colocaron 
las muestras en el Headspace el cual se programo bajo las siguientes condiciones: 
Temperatura del vial de 80ºC, temperatura del loop de 110ºC, temperatura de la línea de 
transferencia 115ºC, tiempo de vial 5 min, tiempo de presurización 0.2 min, tiempo de llenado del 
loop 0.2 min, tiempo de equilibrio 0.5 min, tiempo de inyección 1 min, tiempo de agitación 5 min, 
tipo de agitación 2, tiempo  del ciclo45 min. Se utilizó un liner 4711 split/Splitless con relación 
55.617:1 y un flujo del split de 100 mL/min. 
Se prepararon 3 curvas de concentraciones de los compuestos estándares para la cuantificación de 
los compuestos volátiles mayoritarios. 
 
6.5.6. CROMATOGRAFÍA DE LÍQUIDOS 
Preparación de muestras 
 
Se centrifuga 1.5 mL de muestra para retirar las células, se coloca 1 mL de muestra 
centrifugada en un matraz aforado de 20 mL y se llena hasta el aforo con fase móvil. Para la 
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preparación de fase móvil se colocan 500 µL de H2SO4 en 1 L de agua ultra pura para una 
concentración de 1.87 mM. Una vez aforado el matraz se mezcla, con una jeringa de 3 mL se llena 
y se desecha 2 veces para lavar la jeringa, la tercera vez se llena y se coloca un filtro de membrana 
de nylon de 0.2 µm de poro, se desecha la mitad de la muestra para lavar el filtro y la otra mitad se 
coloca en un vial para HPLC. Las muestras se refrigeran hasta el momento de llevarlas al 
cromatógrafo. 
 
El cromatógrafo HPLC utilizado (modelo ACCELA, Thermo electron corporation) esta 
compuesto de 3 partes distintas, una parte que contiene las bombas y un desgasificador (bombas 
ACCELA), una parte que contiene las muestras y el automuestreador (automuestreador ACCELA) 
y la tercera parte que contiene el detector UV y visible (detector PDA), estos no se utiliza para la 
detección de compuestos pero es obligatorio para el funcionamiento del equipo. El detector es un 
aparato externo (Surveyor IR Plus detector, Finnigan) que mide la diferencia de refracción del 
líquido que fluye a través el sistema con respecto a la fase móvil. El detector para todos los 
experimentos se colocó a 40ºC a fin de mantener los parámetros de detección constantes. Los 
resultados se expresan en unidades de RI (índice de refracción). En estas condiciones la respuesta 
del detector es específica para cada molécula y su concentración. Para la separación de los 
compuestos se utilizó una columna Rezex ROA-H+ de 250 mm de longitud y 4.6 mm de diámetro, 
con u flujo de 170 µL/min de H2SO4 1.87mM, se inyectaron 25 µL de muestra y la temperatura de 
la columna fue de 30ºC. Para mantener la temperatura de la columna se utilizó un horno externo 
(HPLC Column controller, Therma Sphere TS-130). 
 
6.6. CONDICIONES DE FERMENTACIÓN 
 
6.6.1. NIVEL MATRAZ 
Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 125 mL de volumen con 50 mL de medio y matraces 
Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio, para las fermentaciones a nivel matraz. La 
incubadora con agitación se programo bajo las condiciones de 30ºC y 100 rpm. 
6.6.2. REACTOR EN LOTES 
Se realizaron fermentaciones por duplicado en reactores Applikon con capadidad de 3 L y 
con volúmenes de trabajo de 1.5 y 2 L, con una agitación axial de 250 rpm y control de temperatura 
a 30ºC con chaqueta de calentamiento y recirculación de agua. Se monitoreo el pH, temperatura, 
Oxigeno disuelto (dO2), y gases exhaustos O2 y CO2. La aireación fue controlada con bombas para 
pecera con un flujo constante, los flujos de aireación se describirán en la parte de resultados cuando 
esta se haya utilizado. El jugo de Agave se diluyó a una concentración de azúcar de 100 g/L y se 
enriqueció con 0.5 g/L de sulfato de amonio. El reactor con el jugo se esterilizó en autoclave a 
121ºC por 15 min. El inoculo se preparó en medio YPD, el cual se incubó a 250 rpm/30ºC durante 
18 a 20 h. El fermentador se inoculó para comenzar con una concentración de 1X106cel/mL. 
Las fermentaciones que se realizaron fueron: 
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Tabla 6.2. Fermentaciones realizadas a nivel reactor 
Cepa Puro/Mixto Volumen Aireación Duplicados 
AR5 Puro 2 L NO 2 
DU3 Puro 2 L NO 2 
GRO3 Puro 2 L NO 4 
GRO3 Puro 1.5 L 0.2 vvm 4 
AR5/DU3 Mixto 2 L NO 2 
AR5/GRO3 Mixto 2 L NO 2 
AR5/GRO3 Mixto 1.5 L 0.2 vvm 2 
 
 
6.6.3. REACTOR CONTINUO 
Los reactores en continuo realizaron en reactores Applikon de 3L con un volumen de 
trabajo constante de 1.5 L de jugo de Agave enriquecido con 0.5 g/L de sulfato de amonio y una 
concentración de azúcar de 100 g/L. El medio de alimentación se preparó en botellas de 10 L con 
8L de JA y las mismas concentraciones de azúcar y sulfato de amonio, se esterilizaron a 121ºC por 
30 min en autoclave. 
El reactor se preparo con 1.7 L de JA y se inoculo con 1X106 cel/mL preparados en caldo 
YPD con incubación de 18 a 20 h, incubados a 30ºC y 250 rpm en un agitador orbital. Durante las 
primeras 12h de fermentación se mantuvo el cultivo en modo de lote, hasta que las levaduras 
llegaron a su  máximo de crecimiento, el cual fue determinado previamente en los reactores en 
lotes. Se tomaron muestras regularmente cada 2 horas para el monitoreo de la cinética de 
crecimiento. 
Una vez que la levadura llegó a su máximo de crecimiento, se activaron las bombas y se 
comenzó con el cultivo en continuo, manteniendo un volumen constante de trabajo de 1.5 L, de 
acuerdo a los flujos descritos en la tabla 6.3. Los cuales fueron calculados en base a los resultados 
que se obtuvieron de las fermentaciones  en lote de cada una de las cepas en medio de jugo de 
Agave, pues mostraron tener diferentes velocidades de crecimiento. El cultivo continuo se dejo 
durante 5 tiempos de residencia (TR),  para la estabilización fisiológica de la levadura y 
posteriormente comenzar con las perturbaciones como se muestran en la figura 6.3. 
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Encendido de las bombas
Para comenzar el continuo
5 TR 5 TR 5 TR 5 TR 5 TR
Adición de 
Nitrógeno
Aireación
Regreso a condiciones 
del estado basal
5 TR
25ºC 20ºC
Estado dinámico
en equilibrio
 
Figura 6.3. Esquema de las perturbaciones realizadas en el reactor en continuo. 
La primera perturbación fue la adición de 0.75 g de sulfato de amonio al inicio, para 
duplicar la concentración (1g/L) de éste en el medio de fermentación. Se esperaron 5 TR tomando 
muestras regularmente durante este tiempo y posteriormente se continúo con la aireación del 
fermentador durante 5 TR. Seguido de 5 TR sin aireación para regresar a la levadura al estado 
fisiológico inicial. 
Para la evaluación del efecto de la temperatura se utilizo un baño recirculador conectado al 
reactor, para controlar la temperatura a 25 ºC durante 5 TR seguido de 5 TR a 20ºC, durante los 
cuales se tomaron muestras regularmente para el monitoreo de las cinéticas. 
 Las condiciones de agitación se mantuvieron constantes todo el tiempo a 250 rpm.  
De las muestras recolectadas se realizó conteo al microscopio al momento de tomar la 
muestra, posteriormente, las muestras fueron centrifugadas, por un lado se recuperó el sobrenadante 
y se congeló, realizando al final la medición de azucares, nitrógeno, etanol y compuestos volátiles. 
Por otro lado a la biomasa recuperada de la muestra se le realizó un lavado con agua destilada y se 
secó a 50ºC para la determinación de biomasa por peso seco.  
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Tabla 6.3. Parámetros de fermentación utilizados en el reactor en continuo con cada 
una de las cepas de levaduras. 
Cepa 
AR5 
(S. cerevisiae) 
DU3 
(K. marxianus) 
GRO3 
(P. kluyveri) 
Flujo (mL/min)  4.46  3.90  5.95  
Tasa de dilución (µ) (h-1)  0.1784  0.1560  0.2380  
Aireación (VVM)  0.25  0.25  0.5  
Tiempo de fermentación(h)  180  204  148.5  
 
6.6.4. ESCALA PILOTO 
Las fermentaciones en la planta piloto se realizaron en una tina de fermentación con 
un volumen de 240 L de jugo de Agave sin esterilizar, enriquecido con 0.5 g/L de sulfato de 
amonio, la primera fermentación se inoculó con la misma cantidad de AR5 y GRO3. La 
segunda fermentación se inoculo con un cultivo puro de GRO3. No se controlo ningún 
parámetro, y se realizó como se hace normalmente en la industria tequilera. Una vez 
terminada la fermentación se paso a destilar, realizando una doble destilación para obtener 
el producto final. 
6.7. MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GENES ATF1, ATF2, EHT1, ACT1, QCR9Y TFC1 
 
6.7.1. EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLÉICOS TOTALES 
La extracción de ADN genómico para probar iniciadores se realizó de acuerdo a la técnica 
descrita por Tapia-Tussell y col., (2006). 
El siguiente procedimiento se llevó a cabo para la obtención de ARNm y síntesis de ADNc. 
La extracción de ácidos nucléicos totales (ANT) de las muestras de la fermentación en 
continuo, se realizó por duplicado para cada una tomando como base el protocolo estándar del 
MasterpureTM Yeast Purification kit (Epicentre Biotecnologies, Madison) con algunas variaciones 
para optimizar la cantidad y calidad de ANT recuperados. 
Se partió de las alícuotas de 1 mL de medio de cultivo contenido en tubos Eppendorf de 1.5 
mL y se centrifugaron a 13 000 rpm por 5 min, se retiró el sobrenadante; posteriormente se realizó 
un lavado, las células fueron resuspendidas en agua grado molecular se centrifugó a 13000 rpm por 
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5 min y se retiró el sobrenadante. Se agregaron 300 µL de solución de lisis a cada tubo y las células 
fueron resuspendidas  con pulsos en vortex. 
La solución se incubó a 65°C en baño maría por 30 min golpeando con los dedos el tubo 
cada 10 min para favorecer el lisado de las células.  Los tubos se pasaron a hielo por 5 min y se 
añadieron 150 µL del reactivo para precipitar proteínas y se agitó la mezcla por 10 s por inversión, 
los tubos se centrifugaron por 10 min a 13 000 rpm. Con pipeta se transfirió el sobrenadante con 
mucho cuidado de no perturbar el sedimento a otro tubo Eppendorf de 1.5 mL; al sobrenadante se le 
agregaron 500 µL de isopropanol previamente enfriado a -20°C y se mezcló suavemente por 
inversión, las muestras se dejaron reposar por 5 min a -20°C para favorecer la precipitación de los 
ANT. 
El sedimento de ANT se obtuvo centrifugando por 10 min a 13 000 rpm, el sobrenadante se 
descarto conservando la pastilla de ANT la cuál fue lavada con etanol al 70% agregando 500 µL por 
la pared del tubo y se vertió suavemente. El etanol fue descartado por decantación y la pastilla se 
secó con la ayuda del equipo Speed Vac Concentrator modelo DNA 120OP-115 (Thermo 
Scientific) por 30 min. 
Una vez seca la pastilla se resuspendió en 50 µL de buffer TE, y se dejó reposar por 1 h más 
para permitir la solubilización de los ANT golpeando suavemente el tubo cada 15 min. 
. 
6.7.2. EXTRACCIÓN DE mRNA 
Digestión del ADN 
A los tubos con 50 µL de buffer TE que contenía los ANT se les agregó 0.5 µL de DNasa I 
(217/ µL; Invitrogen, Carlsbad, EUA) y se mezcló; esta mezcla se incubó a 37°C por 40 min y 
posteriormente se paso a hielo. Se determinó la concentración y el índice de pureza del ARN total 
con la ayuda del equipo NanoDrop. Se continuó inmediatamente con la purificación de ARNm 
A partir del ARN total se realizó la purificacón del ARNm utilizando como base el 
protocolo propuesto por el fabricante del kit comercial GenEluteTM Direct mRNA Miniprep Kit 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) con algunas modificaciones para lograr la mayor 
cantidad y calidad posible de ARNm. Todas las soluciones y reactivos utilizados son los contenidos 
en el kit antes mencionado y se prepararon previamente como señala el fabricante. 
Al cada tubo que contenía 50 µL con ARN se le agregaron 200 µL de agua libre de RNasa 
para ajustar el volumen a 250 µL. Se añadieron 250 µL de solución de unión 2X a el total de la 
solución anterior completando así 500 µL y se agitó brevemente con vortex, de esta manera se 
preparó el ARNm para la unión con las perlas oligo dT.  
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Se añadieron 15 µL de perlas oligo dT (previamente mezcladas y a temperatura ambiente) y 
se mezcló el contenido a fondo por agitación en vortex. La mezcla fue incubada a 70°C por 3 min 
en baño maría para desnaturalizar el RNA. La muestra fue retirada del baño maría y se dejó reposar 
por 10 min a temperatura ambiente. El complejo de ARNm se centrifugó por 2 min a 13 000 rpm y 
cuidadosamente se descartó el sobrenadante por pipeteo, dejando aproximadamente 50 µL para 
evitar perturbar el botón o pastilla. 
La pastilla se resuspendió en 500 µL de solución de lavado por pipeteo y posteriormente se 
pipeteó la suspensión dentro de un tubo de colección para centrifuga con filtro, cuidando que toda la 
suspensión hubiera sido expulsada de la punta y que la pastilla estuviera completamente removida 
del tubo. Se centrifugó 2 min a 13 000 rpm. Se removió la columna que contenía  el complejo de 
ARNm (perlas) y se descarto el sobrenadante, la columna se colocó de nuevo dentro del tubo de 
colección. 
Para el segundo lavado se pipetearon otros 500 µL de solución de lavado dentro del filtro 
giratorio, se centrifugó 2 min a 13 000 rpm y se descartó el sobrenadante. 
La primera elución se realizó transfiriendo el filtro giratorio dentro de un nuevo tubo de 
colección  y se pipetearon 50 µL  de solución de elución (precalentada a 70°C en baño maría) en el 
centro del filtro giratorio asegurándose de que la solución hiciera contacto con las perlas (complejo 
de ARNm). Se incubó 5 min a 70°C y se centrifugó por 1 min a 13 000 rpm. 
Para la segunda elución se pipetearon otros 50 µL de solución de elución precalentada a 
70°C en el centro del filtro giratorio, asegurándose de que la solución hiciera contacto con las 
perlas, se incubó por 5 min a 70°C y se centrifugó por 1 min a 13 000 rpm. 
El ARNm poli(A+) se encontraba ahora  en el sobrenadante de elución y estaba listo para su 
uso inmediato o almacenamiento a -80°C. Se continuó inmediatamente con la síntesis del ADNc. 
6.7.3. SÍNTESIS DE cDNA 
El ADNc se sintetizó a partir del ARNm aislado anteriormente. Se utilizó el kit comercial 
SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (invitrogenTM by life technologiesTM) 
con algunas modificaciones, el procedimiento se describe a continuación: 
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En un tubo Eppendorf de 200 µL se colocó la siguiente mezcla (mezcla 1): 
 Primers oligo dT                 1 µL 
 dNTPs                                1 µL 
 Muestra de ARNm             8 µL 
 
El resto de ARNm se almacenó a -80°C. El tubo se colocó en el termociclador Veriti 96 well 
(Applied Biosystem) para su desnaturalización a 65°C por 5 min. 
En un nuevo tubo de 200 µL  se preparó la mezcla 2 cuidando el siguiente orden: 
 Buffer 10X                          2 µL 
 MgCl2 25 Mm                     4 µL 
 0.1 M de DTT                     2 µL 
 Inh. RNasa (RNase out)      1 µL 
 Enzima Super Script           1 µL 
 
Al tubo que contenía la mezcla 1 se le agregó la mezcla 2 y se colocar de nuevo en el 
termociclador para el alineamiento y síntesis de ADNc a 50°C por 50 min seguido de una reacción 
terminal a 85°C por 5 minutos. 
Se tomó el tubo del termociclador y se agregó 1 µL de RNasa H a la reacción, se colocó en el 
termociclador por 20 min a 37°C para la remoción de ARN. Terminado el programa se retiró la 
reacción y se almacenó a -20°C hasta su uso. 
 
6.7.4. MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS GENES POR RT-qPCR 
Las reacciones de qPCR tanto para las pruebas iniciales como para medir la expresión 
génica de S. cerevisiae se realizaron  en un termociclador LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Alemania) con una mezcla maestra de reacción LightCycler® FastStart DNA 
MasterPLUS SYBR Green I (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania). Se utilizaron capilares 
de vidrio a un volumen final de 10 µL, los detalles se muestran en la tabla 6.4. Los iniciadores 
utilizados fueron específicos para cada gen y se describen en las tablas 5 y 6. 
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Tabla 6.4. Preparación de las reacciones de qPCR con SYBR Green Master. 
Reactivo Concentración inicial Concentración final Volumen 
SYBR Green Master 5X 1X 2.0 µL 
Iniciador Directo 10 µM 200 nM 0.2 µL 
Iniciador Reverso 10 µM 200 nM 0.2 µL 
Agua -- -- 6.6 µL 
Muestra -- -- 2.0 µL 
Total -- -- 10 µL 
 
El termociclador LightCycler 1.5 se programó como se muestra en la tabla 6.5.: 
Tabla 6.5. Programación de corrida para qPCR. 
Paso del programa Temperatura 
(°C) 
Tiempo 
(segundos) 
Rampa 
(°C/s) 
Medición de 
fluorescencia 
Desnaturalización inicial 95 600 4.4  
 Desnaturalización 95 20 4.4  
Amplificación 
45 ciclos 
Alineamiento Variable  
(tabla 5 y 6) 
10 2.2 una vez 
 Elongación 72 20 4.4  
  95 5 2  
Curva melting 65 15 2 continuo 
  95 -- 0.04  
Enfriamiento 40 5 20  
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6.8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
Los análisis estadísticos se realizaron en el programa estadístico Statgraphics Centurion XVI, 
debido a que fue necesario un análisis estadístico diferente para cada capítulo de resultados, estos 
serán descritos en cada uno de ellos. Se utilizaron el ANOVA de uno y varios factores, el análisis de 
componentes principales, el análisis de factores, el análisis discriminante y la  superficie de 
respuesta.   
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7.1. CAPITULO 1. Potencial de cepas no-Saccharomyces para su uso en 
fermentación alcohólica de jugo de Agave para la producción de tequila 
100% y tequila. 
7.1.1. INTRODUCCIÓN 
Las levaduras no-Saccharomyces fueron consideradas como contaminación de las 
fermentaciones alcohólicas, y durante años se busco la manera de no tenerlas presentes en la 
fermentación. Existen reportes donde las levaduras no-Saccharomyces proliferan en las primeras 
etapas de la fermentación y su crecimiento es inhibido por su baja tolerancia al etanol, 
aproximadamente 5 a 6 %, dando lugar a que las levaduras más tolerantes al etanol, especies del 
genero Saccharomyces, continuaran con la fermentación (Fleet y Heard 1993, Kunkee, 1984, Fleet 
y col., 1984, Ciani y Picciotti 1995). A pesar de que las levaduras no-Saccharomyces están activas 
durante un corto periodo en la fermentación, contribuyen en la calidad aromática de la bebida final 
(Comi y col., 2001, Romano y col., 2003). Después de 1990 fueron reportadas algunas levaduras 
no-Saccharomyces con la capacidad de sobrevivir durante toda la fermentación en co-cultivo con S. 
cerevisiae, donde esta fue la levadura mayoritaria durante la fermentación (Ciani y Picciotti 1995).  
Se conoce que durante el proceso de elaboración de bebidas de Agave en la etapa de 
fermentación se encuentran consorcios estables de bacterias y levaduras en fermentaciones 
espontaneas (Lappe-Oliveras y col., 2008). En el proceso de elaboración del tequila han sido 
identificados diferentes géneros de levaduras no-Saccharomyces tales como, Brettanomyces, 
Candida, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomycoides, Zygosaccharomyces, 
Torulaspora e Issatchenkia (Lachance, 1995), los cuales también han sido identificados en otras 
bebidas alcohólicas como el vino. 
Actualmente existe un creciente interés en el estudio de las levaduras no-Saccharomyces 
durante la fermentación, al saber que estas son las principales responsables de la producción de 
diferentes aromas deseados en las bebidas (Carrau y col., 2008, Blanco y col., 2008, Ciani y col., 
2010). Investigaciones recientes en vino demuestran que las cepas no-Saccharomyces son capaces 
de producir etanol y tolerar altas concentraciones, hasta el momento solo una investigación reporta 
un cultivo puro de Pichia kudriavzevii con la cual se realizó una fermentación de vino (Sharma y 
col., 2011).  
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Las levaduras no-Saccharomyces en comparación con Saccharomyces, tienen la capacidad 
de sintetizar varias enzimas extracelulares tales como esterasas y β-glucosidasas las cuales poseen 
un importante rol en las características aromáticas del vino, convirtiendo los compuestos 
precursores de aromas en el jugo de uva a compuestos aromáticos activos (Charoenchai y col., 
1997).  
Las levaduras no-Saccharomyces del género Hanseniaspora producen altas concentraciones 
de compuestos volátiles deseados en las bebidas tales como: acetato de etilo (aroma frutal, pero por 
arriba de los 200 mg/L es un aroma a solvente (Mamede y col., 2005)), acetato de feniletilo (aroma 
floral), alcohol fenetilico (aroma rosas) y acetoina (aroma a mantequilla), los cuales impactan en el 
bouquet (Romano y col., 2003, Moreira y col., 2005). En la búsqueda de aumentar la cantidad de 
aromas en el vino se han realizado estudios en fermentaciones de jugo de uva Pinot noir y 
Chardonnay fermentados con levaduras Pichia membranaefaciens, y jugo de uva Chardonnay 
fermentado con Kloeckera apiculata produciendo concentraciones similares de acetato de etilo, 
acetato de isoamilo, acetaldehído y etanol (Mamede y col., 2005). 
En la fermentación de malta para la producción de cerveza, también se ha pretendido 
utilizar levaduras no-Saccharomyces para incrementar el perfil aromático de la cerveza, teniendo 
que C. tropicalis muestra un mejor crecimiento que el presentado por  S. cerevisiae, demostrando 
ser una buena candidata para estudios posteriores en la fermentación de malta (Alloue-Boraud y 
col., 2015). 
En este capítulo se presenta el estudio del potencial de las levaduras no-Saccharomyces 
para la realización de fermentaciones en jugo de Agave tequilana Weber var. azul en cultivo puro 
evaluando sus capacidades fermentativas en base a la producción de etanol y producción de 
compuestos volátiles, especialmente ésteres, en comparación a lo producido por una cepa control S. 
cerevisiae (AR5). 
 
7.1.2. METODOLOGÍA 
Para este capítulo se utilizaron 12 cepas de levaduras de la colección de CIATEJ, las cuales 
fueron: Kluyveromyces marxianus (OFF1, GRO6, DU3, SLP1), Torulaspora delbrueckii (DI, DI1), 
Pichia kluyveri (GRO3), Zygosaccharomyces bisporus (ML2), Z. bailii (ML3), Z. rouxii (CF), 
Shizosaccharomyces pombe (MN). Todas las no-Saccharomyces fueron aisladas de procesos 
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fermentativos de mezcal en los estados de Guerrero, Oaxaca y San Luis Potosi.  Una 
Saccharomyces cerevisiae (AR5) que fue aislada de un proceso fermentativo de tequila, la cual se 
utilizó como referencia o control. Las fermentaciones se realizaron en matraz Erlenmeyer de 125 
mL con un volumen de 50 mL a una concentración inicial de azúcar de 100 g/L.  
Los medios de fermentación fueron jugo de Agave (Agave tequilana Weber var. azul), y 
medio mínimo (M11) con glucosa, fructosa, piloncillo y melaza como fuente de carbono. (El 
piloncillo se obtuvo de manera comercial de una tienda y la melaza fue obtenida de la industria).  
El medio M11 se formulo con las siguientes concentraciones, 0.4 g/L de extracto de 
levadura, 1 g/L de (NH4)2SO4, 0.982g/L de Ca(NO3)2·4H2O, 1.688 g/L de MgSO4, 2.227 g/L de 
K2HPO4, 100 g/L de fuente de carbono, ajustando el pH final a 4.5 ± 0.2 con HCl. 
 
Para tener las levaduras en el mismo estado fisiológico al inicio de la fermentación 
independientemente de la fuente de carbono en el medio de fermentación, los inóculos se 
prepararon en caldo YPD (10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de bactopeptona, 20 g/L de 
glucosa), donde no hay limitación de nutrientes, y se incubaron a 30ºC y 250 rpm de 18 a 20 h.  
 
Se realizaron duplicados de fermentación y se inocularon con 1X106cel/mL incubándolos a 
30ºC y 100rpm por 72h. Se tomaron muestras inicial y final. Los azucares reductores totales se 
midieron por la técnica de Miller con el reactivo de DNS. Para la medición del etanol y compuestos 
volátiles se utilizó HS-GC, metodología previamente descrita en el capítulo 6 materiales y métodos. 
 
7.1.3. RESULTADOS.  
Se probaron las 11 cepas de levaduras no-Saccharomyces (más una S. cerevisiae como 
referencia) en diferentes medios de fermentación para determinar sus características fermentativas 
así como la producción de los principales compuestos volátiles incluyendo esteres (en particular el 
acetato de etilo como referencia).  
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7.1.3.1. PRODUCCIÓN DE ETANOL. 
Las concentraciones más altas de etanol obtenidas para las diferentes cepas se obtuvieron en 
jugo de Agave (figura 7.1.1.). La cepa de referencia AR5 (S. cerevisiae) fue la que produjo la 
mayor concentración de etanol, pero las cepas del género Kluyveromyces (OFF1, SLP1, DU3, 
GRO3) en jugo de Agave y piloncillo produjeron concentraciones similares a AR5 (S. cerevisiae). 
En glucosa las cepas no-Saccharomyces que produjeron la mayor concentración de etanol fueron las 
Zygosaccharomyces (ML2, ML3, CF). Cabe destacar la cepa ML2 la cual produjo en el medio con 
glucosa una gran cantidad de etanol, fue la que menos produjo en los medios con fructosa, melaza y 
piloncillo. Las cepas del genero Torulaspora (DI, DI1) muestran que son las que producen la mayor 
cantidad de etanol en el medio con melaza sin embargo en el medio con glucosa son de las que 
menos etanol producen. 
En jugo de Agave las capacidades fermentativas de las no-Saccharomyces en comparación 
con S. cerevisiae son  similares, sin embargo, en los demás medios de fermentación se observó una 
concentración de azúcar residual alta, especialmente en los medios donde la fuente de carbono era 
fructosa o glucosa (Figura 7.1.2.), esto ligado a bajas concentraciones de  producción de etanol, en 
comparación con lo que se puede observar en la figura 7.1.3. donde los rendimientos de etanol de la 
cepa AR5 (S. cerevisiae) en comparación con las no-Saccharomyces, lo que se corrobora con una 
alta concentración de azucares residuales en los  medios de fermentación formulados (Figura 
7.1.2.).  
 
Estos resultados ponen en evidencia que las levaduras no-Saccharomyces están adaptadas al 
medio de jugo de Agave o bien este les proporciona los nutrientes necesarios no solo para su 
crecimiento sino, también para poder producir una buena concentración de etanol, por lo que 
muestran un rendimiento de etanol aceptable para la industria tequilera. El medio utilizado para la 
comparación del efecto de la fuente de carbono probablemente no tiene los nutrientes necesarios, 
pero esto pone en evidencia la  importancia no solo de la fuente de carbono, sino también, que los 
demás nutrientes juegan un papel importante en el metabolismo para la producción de los 
compuestos volátiles deseados. 
 
De la Torre González y col., (2016) reportan que la presencia de glucosa en el medio como 
única fuente de carbono aumenta la tolerancia al etanol, mientras que la presencia de fructosa como 
única fuente de carbono provoca una disminución a la tolerancia de etanol en levaduras tanto 
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Saccharomyces como no-Saccharomyces. Si la presencia de glucosa como única fuente de carbono 
aumenta la tolerancia al etanol, las levaduras no-Saccharomyces podrían llegar a terminar la 
fermentación por si solas, puesto que se atribuye que no terminan la fermentación por su baja 
tolerancia al mismo. En el presente trabajo se observó que independientemente del carbohidrato 
presente en el medio de cultivo, cada una de las levaduras presenta un comportamiento diferente, 
siendo la producción de etanol en algunas ocasiones mejor con fructosa que con glucosa. Si 
consideramos que las levaduras provienen de procesos fermentativos de jugo de Agave, han sido 
adaptadas de manera natural a este jugo, el cual contiene una mayor concentración de fructosa que 
de glucosa. La glucosa al ser el carbohidrato más común en los alimentos, es el primero en ser 
metabolizado por los microorganismos, debido a esto, solo existe la presencia de glucosa durante 
las primeras horas de la fermentación, quedando con fructosa como única fuente de carbono en el 
medio cuando se trabaja con jugo de Agave.   
En la búsqueda de nuevas levaduras que puedan realizar la fermentación con un incremento 
de la concentración de aromas en la bebida final se ha recurrido a comparar diferentes levaduras no-
Saccharomyces con S. cerevisiae, en diferentes bebidas alcohólicas como en cerveza donde 
Candida tropicalis presenta un crecimiento mejor en extracto de malta que el presentado por S. 
cerevisiae (Alloue-Boraud y col., 2015). Al igual que en este trabajo, puede llegar a haber otras 
levaduras que presenten mejores rendimientos de crecimiento o producción de etanol que los que se 
tienen con S. cerevisiae. 
 
Las levaduras presentan un comportamiento particular y único, debido a que se utilizan 
como productoras de alcohol en las bebidas alcohólicas, es de suma importancia evaluar la 
capacidad que tiene cada una de ellas para poder generar etanol a partir de las diversas fuentes de 
carbono, se pretende llegar a utilizar estas levaduras en fermentaciones de jugo de Agave para la 
producción de tequila. Por lo que podemos evaluar en base a la producción de etanol, que todas las 
levaduras son buenas candidatas para llegar a realizar una fermentación alcohólica en jugo de Agave 
con el objetivo de producir tequila, ahora falta revisar y evaluar los demás parámetros, para 
determinar cuál de las levaduras es mejor, no solo en producción de etanol, sino también, en 
producción de compuestos que contribuyan al perfil aromático de la bebida de una manera positiva. 
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Figura 7.1.1. Grafica de la concentración de etanol producida a las 72 h por las 12 cepas de 
levaduras en los diferentes medios de fermentación. 
 
 
 
Azúcar residual
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Figura 7.1.2. Gráfica de la concentración de azúcar residual de las 12 cepas de levaduras a las 72h 
de fermentación, en los diferentes medios. 
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Rendimiento de etanol
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Fig
ura 7.1.3. Gráfica del rendimiento de conversión del azúcar a etanol de las 12 cepas de levaduras a 
las 72h en los diferentes medios de fermentación. 
 
 
7.1.3.2. PRODUCCIÓN DE COMPUESTOS VOLÁTILES. 
 
 En la figura 7.1.4. se muestran las concentración de acetaldehído a las 72 h de 
fermentación, donde se puede apreciar que las cepas DI y DI1 (T. delbrueckii) presentan las 
concentraciones más altas, lo que demuestra que fue una fermentación incompleta. Las levaduras 
del genero Kluyveromyces (OFF1, DU3, SLP1, GRO6) presentan una alta concentración de 
acetaldehído en el medio donde la fuente de carbono fue el piloncillo, sin embargo, la concentración 
de etanol es similar a la producida en JA.  
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Figura 7.1.4. Gráfica de la concentración de acetaldehído producido a las 72h por las 12 cepas de 
levaduras en los diferentes medios de fermentación. 
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 El acetato de etilo es el éster que se produce en mayor concentración durante la 
fermentación de jugo de Agave para la producción de tequila, por lo que su utiliza como indicador 
de la concentración de esteres producidos. Se puede apreciar en la figura 7.1.5. que en el medio de 
fermentación con fructosa es donde más acetato de etilo se produce. Las cepas del genero 
Kluyveromyces son las mayores productoras de acetato de etilo en los diferentes medios con 
respecto a las demás cepas no-Saccharomyces. La cepa GRO3 (P. kluyveri) en el medio con glucosa 
es la que produce la mayor cantidad de acetato de etilo así mismo sobre fructosa también produce 
una gran cantidad de este éster. Comparando la cepa DU3 (K. marxianus) con las demás cepas que 
no son Kluyveromyces es una buena productora de acetato de etilo en los 5 diferentes medios y si la 
comparamos con la cepa OFF1 en jugo de Agave la DU3 produce mayor cantidad de acetato de 
etilo. La cepa AR5 (S. cerevisiae) produce una baja concentración de esteres en comparación con 
las cepas de levaduras de los géneros Kluyveromyces y Pichia, quedando al final las cepas de 
levaduras de los géneros Torulaspora, Zygosaccharomyces y Shizosaccharomyces las cuales 
presentan una producción similar a las obtenidas por la cepa AR5 (S. cerevisiae). Si bien, las cepas 
no-Saccharomyces se consideran como las productoras de aromas durante la fermentación, no todas 
las cepas de levaduras no-Saccharomyces tiene la capacidad de generar una alta producción de 
esteres que contribuyen al aroma final de la bebida. Por lo que es necesario el estudio de las 
capacidades fermentativas de cada una de ella en cultivo puro. 
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Figura 7.1.5. Gráfica de la concentración de acetato de etilo producido a las 72h por las 12 cepas de 
levaduras en los diferentes medios de fermentación. 
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 Los alcoholes superiores que se producen en mayor concentración son los alcoholes 
amílicos seguidos del isobutanol, 1-propanol y 1-butanol. Cada una de las levaduras presenta un 
perfil de producción de alcoholes superiores diferente. En la figura 7.1.6 se presentan las 
concentraciones de 1-propanol producidas por cada una de las cepas de levaduras donde se puede 
apreciar que en el medio con fuente de carbono melaza y piloncillo es donde se registran las 
mayores concentraciones producidas, siendo las cepas ML3 (Z. bailli) y CF (Z. rouxii) las que 
producen la mayor concentración. En la figura 7.1.7. se muestran las concentraciones de 
isobutanol, donde se puede apreciar que las levaduras Kluyveromyces (OFF1, GRO6, SLP1, DU3) 
presentan una producción mayor en comparación a lo que produce la cepa AR5 (S. cerevisiae), 
mientras que las cepas MN (S. pombe), GRO3 (P. kluyveri) y ML2 (Z. bisporus) producen una 
concentración menor comparado con lo producido por AR5 (S. cerevisiae). En la figura 7.1.8. se 
presenta la concentración de 1-butanol producido, donde se observa que todas las cepas producen 
concentraciones similares de este alcohol, solo se destaca que con la cepa GRO3 (P. kluyveri) no se 
detectó la producción en los medios con fructosa, glucosa y melaza.  
 
La cepa control AR5 (S. cerevisiae) produce una concentración de alcoholes amílicos 
mayor (Figura 7.1.9.). Del mismo modo se puede observar que las cepas de Kluyveromyces (OFF1, 
GRO6, SLP1, DU3), presentan concentraciones de alcoholes amílicos superiores a las producidas 
por la cepa control. La cepa MN (S. pombe) es la que presenta concentraciones menores a las 
producidas por la cepa control.  
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Figura 7.1.6. Gráfica de la concentración de 1-propanol producido a las 72h por las 12 cepas de 
levaduras en los diferentes medios de fermentación. 
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Isobutanol
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Figura 7.1.7. Gráfica de la concentración de isobutanol producido a las 72h por las 12 cepas de 
levaduras en los diferentes medios de fermentación. 
 
 
 
1-Butanol
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Figura 7.1.8. Gráfica de la concentración de 1-butanol producido a las 72h por las 12 cepas de 
levaduras en los diferentes medios de fermentación. 
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Alcoholes amilicos
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Fig
ura 7.1.9. Gráfica de la concentración de alcoholes amílicos producidos a las 72h por las 12 cepas 
de levaduras en los diferentes medios de fermentación. 
 
7.1.3.3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
Se realizó un análisis estadístico discrimínante para determinar el comportamiento de las 
cepas de levaduras en los diferentes medios y del mismo modo evaluar el efecto de la fuente de 
carbono, considerando como variables de respuesta la concentración de azúcar residual, 
rendimiento de producción de etanol, y concentración de los principales compuestos volátiles que 
fueron, acetaldehído, acetato de etilo, 1-propanol, 1-butanol, isobutanol y alcoholes amílicos. 
 
El análisis discriminante agrupa los datos en 4 diferentes funciones, donde la función 1 [-
0.0485378 * (Acetaldehído) + 0.0625308 * (Acetato de etilo) - 0.307179 * (1-Propanol) + 0.425002 
* (Isobutanol) - 0.25743*(1-Butanol) - 0.354149 * (Alcoholes amílicos) + 1.25136 * (Azucares 
residuales) + 1.18244 * (Rendimiento de etanol)] explica el 76.36%, mientras que la función 2 
[0.20256 * (Acetaldehído) + 0.154332 * (Acetato de etilo) + 0.821 * (Propanol) + 0.100915 * 
(Isobutanol) – 0.436445 * (1-Butanol) – 0.750662 * (Alcoholes amílicos) + 0.369924 * (Azucares 
residuales) – 0.451275 * (Rendimiento de etanol)] explica un 18.73%. Las 4 funciones fueron 
analizadas por un ANOVA donde se demuestra que hay diferencia estadísticamente significativa en 
las 4 funciones, tanto para la fuente de carbono como para la cepa de levadura utilizada. En la 
figura 7.1.10. se muestra la grafica de las funciones 1 y 2 del análisis discriminante donde se puede 
apreciar que las fuentes de carbono se agrupan de acuerdo a su naturaleza química, en el cuadrante 
superior izquierdo se tiene la melaza y el piloncillo los cuales son productos de la caña de azúcar y 
por tanto tienen una composición química similar, mientras que en el cuadrante superior derecho se 
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encuentran la glucosa y la fructosa. Finalmente al centro y abajo el jugo de Agave, con lo que se 
pueden formar 3 grupos. También se puede observar que en el cuadrante superior están las 
fermentaciones realizadas en medio mineral con las diferentes fuentes de carbono, mientras que en 
la parte inferior se encuentra el jugo de Agave. En el grupo del jugo de Agave se observan algunos 
puntos del medio mínimo con glucosa, esto puede deberse a que la glucosa es el carbohidrato más 
común, y puede activar las vías de síntesis de varios compuestos, a pesar de que en el jugo de Agave 
es la fructosa quien está en mayor concentración. 
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Figura 7.1.10. Gráfica de funciones discriminantes de las fuentes de carbono. 
 
Para realizar la selección de las cepas con las que se continuó trabajando se tomó en cuenta 
la concentración de acetato de etilo producido, debido a que es el éster que se produce en mayor 
concentración y también se consideró el rendimiento de etanol, puesto que es una fermentación 
alcohólica, por lo que se realizó el análisis de la correlación de estos 2 factores con el análisis 
discriminante, observando en la figura 7.1.11. que las cepas del genero Kluyveromyces (OFF1, 
DU3, GRO6, SLP1) y la cepa GRO3 (P. kluyveri) son las que producen la mayor concentración de 
acetato de etilo con rendimientos similares a la cepa control AR5 (S. cerevisiae). 
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Figura 7.1.11. Gráfica de correlación entre el acetato de etilo y el rendimiento de etanol, del 
análisis discriminante de las 12 cepas de levaduras. 
 
Si bien, los esteres son compuestos responsables de dar aromas al tequila, también los 
alcoholes superiores aportan notas aromáticas deseadas, por lo que se graficaron los 3 alcoholes 
superiores que se produjeron en mayor concentración (figura 7.1.12.), teniendo que la cepa OFF1 
(K. marxianus) es la que presenta la mayor concentración de alcoholes superiores producida. 
Scatterplot
0 20 40 60 80
1-Propanol
0
100
200
300
400
Isobutanol
0
100
200
300
400
500
A
lc
oh
ol
es
 a
m
ili
co
s
Cepa
AR5                                     
CF                                      
DI                                      
DI1                                     
DU3                                     
GRO3                                    
GRO6                                    
ML2                                     
ML3                                     
MN                                      
OFF1                                    
SLP1                                    
 
Figura 7.1.12. Gráfica de la correlación del análisis discriminante de los 3 principales alcoholes 
superiores producidos por las 12 cepas de levaduras. 
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Las cepas de levaduras Kluyveromyces mostraron ser buenas candidatas para continuar 
trabajando con ellas, pero debido a que en el tequila una alta concentración de alcoholes superiores 
no es aceptada por la norma oficial mexicana, debido a su riesgo de toxicidad, se descartó la cepa 
OFF1 (K. marxianus). Se seleccionó la cepa DU3 (K. marxianus) por tener el segundo lugar de las 
cepas del genero Kluyveromyces en la producción de esteres y rendimiento de etanol (figura 
7.1.11.). La segunda cepa que se seleccionó fue la cepa GRO3 (P. kluyveri) por su alta producción 
de esteres (figura 7.1.11.) y baja producción de alcoholes superiores (figura 7.1.12.). Finalmente se 
selecciono la cepa DI (T. delbrueckii) para tener una cepa no-Saccharomyces con un perfil similar 
al de la cepa control AR5 (S. cerevisiae). 
 
La selección de cepas de levaduras para la fermentación, va a depender de lo que se busque 
en el producto final, teniendo que recientemente en la industria del vino se pretende la reducción de 
la concentración de etanol pero al mismo tiempo aumentar la concentración de esteres. Una manera 
de poder encontrar levaduras que puedan realizar esta acción es ir a las fermentaciones naturales y 
lugares de trabajo para la recuperación y caracterización de cepas adaptadas naturalmente a los 
procesos, como el aislamiento de levaduras de los viñedos para la producción de vino (Rossouw y 
Bauer 2016). Con el objetivo de disminuir la concentración de etanol se ha probando con levaduras 
que anteriormente no se consideraban buenas fermentadoras. Williopsis saturnus puede formar 
bajos niveles de etanol, además de reducir también la concentración de alcoholes superiores (Aung 
y col., 2015).  
 
7.1.4. CONCLUSIÓN. 
 
Esta primera etapa del estudio destaca grandes diferencia a nivel de la producción de etanol 
en función de la fuente de carbono empleada en combinación con la cepa de levadura. 
Las cepas de levaduras no-Saccharomyces son buenas productoras de etanol y aromas 
(ésteres) en fermentaciones de jugo de Agave, y las cepas de K. marxianus producen la mayor 
cantidad de acetato de etilo por lo que son posibles candidatas para fermentar en cultivos puros sin 
S. cerevisiae y así aumentar la concentración de esteres.  
En la fermentación, la fuente de carbono parece no ser el principal factor que afecta la 
capacidad fermentativa de la levadura, sino más bien, el factor cepa de levadura utilizada para la 
fermentación y la deficiencia de nutrientes. 
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Comparando los diferentes medios utilizados se destaca el comportamiento de las levaduras 
sobre el medio a base de jugo de Agave. Cabe mencionar que las levaduras utilizadas para este 
estudio fueron aisladas de jugos de Agave de diferentes especies por lo que es un medio que 
contiene muchos macro y micronutrientes que favorecen el buen desarrollo de las levaduras. 
En la producción de esteres destaca la influencia de la fructosa y la glucosa en el caso de 
algunas de la cepas en donde se observa un incremento importante de la concentración de esteres 
producidos.  
Con los resultados obtenidos en esta primera etapa se seleccionaron las cepas DU3 
(Kluyveromyces marxianus), GRO3 (Pichia kluyveri) y DI (Torulaspora delbrueckii), como las 
cepas no-Saccharomyces que se utilizaran para continuar con la siguiente etapa del proyecto. En el 
planteamiento inicial estaba planeado seleccionar únicamente una levadura sin embargo a la vista 
de estos resultados se tomó la decisión de seguir trabajando con 3 cepas pertenecientes a 3 especies 
de levaduras diferentes para enriquecer el trabajo y los conocimientos sobre estas levaduras en lo 
particular. 
 
PERSPECTIVA DEL USO DE LAS LEVADURAS NO-SACCHAROMYCES 
ANALIZADAS EN ESTE TRABAJO. 
El uso de  levaduras actualmente en la industria biotecnológica va en aumento y no solo 
para la producción de bebidas alcohólicas. Los saborizantes son moléculas biológicamente activas y 
con un gran interés comercial en la industria de alimentos, cosméticos, detergentes e industrias 
farmacéuticas. La producción de sabores puede realizarse mediante la extracción de compuestos 
vegetales, síntesis química, bio-conversión enzimática de precursores o síntesis de novo. Las 
técnicas biotecnológicas mediante la ingeniería metabólica, muestran actualmente buenas 
eficiencias de producción para los llamados bio-saborizantes, los cuales son sabores naturales y/o 
fragancias que se obtienen de sistemas enzimáticos o celulares (Carlquist y col., 2015). Algunas de 
las levaduras estudiadas en este trabajo muestran un potencial en la producción de estos 
saborizantes de manera natural sin necesidad de manipulación genética. En especial las no-
Saccharomyces muestran ser las principales candidatas para explotar la industria en la producción 
de este tipo de compuestos. 
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7.2. CAPITULO 2. Influencia de la temperatura y la agitación durante 
la fermentación de jugo de Agave y medio semi-sintético con 
levaduras no-Saccharomyces para la producción de etanol y 
compuestos volátiles. 
 
7.2.1. INTRODUCCIÓN 
La temperatura juega un papel importante durante la fermentación debido a que las 
levaduras tienen un óptimo de crecimiento entre 25 y 30ºC, por lo que las fermentaciones se 
realizan en este rango de temperatura, favoreciendo el crecimiento de las mismas.  
La fermentación alcohólica tiene como principal objetivo de producir etanol, es por esto que 
muchas investigaciones han sido encaminadas en la producción de etanol dejando de lado los 
compuestos que son responsables del perfil aromático de las bebidas alcohólicas. Se ha demostrado 
que la levadura Kluyveromyces marxianus es capaz de fermentar a temperaturas superiores en 
comparación con las temperaturas que S. cerevisiae soporta, industrialmente 5ºC de diferencia en el 
proceso puede repercutir considerablemente en los costos de producción, por lo que K. marxianus 
es una opción viable que se considera actualmente para la producción de etanol (Abdel-Banat y col., 
2010). 
La temperatura es un factor que afecta la producción de esteres observando que en 
fermentaciones con S. cerevisiae realizadas a 15ºC se producen mayor cantidad de aromas frutales 
comparado con fermentaciones realizadas a 28ºC en vinos (Molina y col., 2007). La fermentación a 
bajas temperaturas favorece la producción de ésteres y modifica la composición de lípidos celulares 
en levaduras, en vinos puede atribuirse este fenómeno a la retención de terpenos, a la reducción en 
alcoholes superiores y de un incremento en la producción de ésteres de etilo y acetato con el total de 
compuestos volátiles, además de que el medio de cultivo proporciona precursores para la formación 
de estos (Beltran y col., 2008).  
Cuando se realizan fermentaciones por debajo de los 15ºC se ha visto que el aroma en el 
vino aumenta debido a la retención de aromas en el vino por las bajas temperaturas, el metabolismo 
de los microorganismos también es afectado por la temperatura, observando cambios en el 
crecimiento y producción de compuestos aromáticos (Andorra y col., 2010b). 
Se ha reportado que cuando existe una alta concentración de ácidos grasos insaturados en el 
medio provoca que exista una baja producción de etil ésteres, pero en fermentaciones a altas 
temperaturas con una alta concentración de ácidos grasos las levaduras producen octanoato y 
decanoato de etilo. Los ésteres aromáticos son formados intracelularmente por las levaduras, los etil 
esteres se difunden fácilmente al medio de fermentación, pero para los ésteres de ácidos grasos la 
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difusión se obstaculiza por el tamaño de las cadenas de ácidos grasos y su hidrofobicidad al medio 
(Saerens y col., 2008). 
La producción de ésteres por las levaduras está afectado por diversos factores, Yamada 
(1927) estudio Willia anomala (Pichia anomala) aislada de la superficie de la tina de fermentación 
de Sake observando que la aerobiosis es una de las condiciones de fermentación que más afectan 
positivamente a la producción de ésteres, teniendo una alta concentración de estos compuestos al 
final en la bebida. Este mismo fenómeno lo observó Peel (1951) con Hansenula anomala (Pichia 
anomala) ya que en condiciones anaeróbicas no logro producir estos compuestos. La habilidad de 
algunas levaduras de producir trazas de ésteres es una propiedad de muchas levaduras como H. 
anomala que logra producir 25 mmol de acetato de etilo por cada 100 mmol de glucosa consumida 
en condiciones aeróbicas, por lo que la formación del acetato de etilo es un proceso aeróbico 
(Davies y col., 1951), otros estudios demuestran que la producción de acetato de etilo por Candida 
pseudotropicalis fue favorecido en condiciones aeróbicas mientras que en condiciones anaeróbicas 
solo se produjo etanol, además en un medio deficiente de metales también se favorece la producción 
de ésteres (Willetts y col., 1989). 
 
7.2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
Para las fermentaciones realizadas en este capítulo se utilizó medio YPD para la 
preparación de los inoculos y medio M11 para la realización de las fermentaciones a nivel matraz 
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio y tapón de algodón. Para las condiciones variables  se 
siguió un experimento de superficie de respuesta considerando 3 niveles (alto, medio y bajo) de 
temperatura y agitación (Tabla 7.2.1.).  
 
Tabla 7.2.1. Superficie de respuesta. 
 Agitación 
250 rpm 175 rpm 100 rpm 
T
em
pe
ra
tu
ra
 35ºC AA AC AB 
25ºC CA CC CB 
20ºC BA BC BB 
 
Donde los resultados de todas las variables de respuesta se midieron a las 72h de 
fermentación. Se consideraron como variables de respuesta; la población de levaduras, 
concentración de azúcar residual, etanol, esteres, (acetato de etilo y acetato de isoamilo) y alcoholes 
superiores (1-propanol, isobutanol, alcoholes amílicos). 
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A partir de los resultados de la concentración de azúcar residual y la producción de etanol 
se calcularon los rendimientos para cada una de las fermentaciones en las diferentes condiciones. 
De todas las fermentaciones se realizó el monitoreo de la población y la evolución de la 
concentración en el consumo de azúcar, con lo que se determinaron las velocidades de crecimiento 
en base a la ecuación de Monod y consumo de azúcar, mediante el cálculo de µ.  
 
Para realizar el cálculo de las velocidades, se ajustaron los datos a un modelo matemático 
con el programa curve fit expert de acuerdo a las siguientes ecuaciones (Tabla 7.2.2.). 
Tabla 7.2.2. Modelos matemáticos que se utilizaron con el programa 
curve fit expert para modelar los resultados de las fermentaciones. 
Modelo Ecuación 
Harris 
 
MMF 
 
Logístico 
 
Richard 
 
 Existen diversas leyes de velocidad de crecimiento celular. Sin embargo, la expresión que 
comúnmente se usa es la ecuación de Monod para el crecimiento exponencial: 
݀ݔ/݀ݐ=ߤݔ 
 Al resolver la ecuación anterior, tendremos que la velocidad máxima de crecimiento en la 
fase exponencial de un cultivo está dada por: 
lnݔ=ߤmaxݐ 
 Por lo que al graficar el tiempo de la fase exponencial de la cinética contra el logaritmo 
natural del crecimiento celular la pendiente de esta ecuación corresponde a la velocidad máxima de 
crecimiento. Por lo que las velocidades máximas de crecimiento fueron calculadas en Microsoft 
Office Excel ®. 
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Para la determinación de la velocidad de consumo de azúcar, esta fue calculada mediante el 
cálculo de la pendiente, realizando un ajuste matemático de los resultados con el programa curve fit 
expert mediante la ecuación. 
Exponential Fit: y = ae^(bx) 
Obteniendo el valor de b, correspondiente a la velocidad de consumo de azúcar expresada 
en g/h 
 
7.2.3. RESULTADOS 
 
7.2.3.1. Población de levaduras, cinéticas y velocidades máximas de crecimiento. 
La evolución del crecimiento de las levaduras durante las 72 horas en que se realizó el 
experimento se muestra en la figura 7.2.1. donde se aprecian del lado izquierdo las fermentaciones 
en medio M11 y del lado derecho las fermentaciones en JA. En la tabla 7.2.3. se muestran las 
velocidades de crecimiento que fueron calculadas con el modelo de crecimiento MMF. 
La cepa AR5 (S. cerevisiae) presenta un crecimiento mayor en JA (mayor a 1 E+08) 
comparado con el observado en medio M11 (menor a 1 E+08), se puede decir que es una cepa 
robusta, debido a que las variaciones de la temperatura y de la agitación parece no tener un efecto 
en el crecimiento (Figura 7.2.1.). Las velocidades máximas de crecimiento y consumo de azúcar 
son similares e independientes de los factores estudiados. Donde se observan diferencias es en el 
factor medio de fermentación, teniendo velocidades de crecimiento mayores en JA (Tabla 7.2.3.). 
El crecimiento de la cepa DU3 (K. marxianus) en medio M11 se observa homogéneo a 
diferencia de lo que se observa en medio JA. La velocidad de crecimiento fue afectada por la 
temperatura, puesto que a temperaturas bajas se observan velocidades menores. Esto coincide con el 
efecto que tiene la temperatura sobre el metabolismo de las levaduras  y la característica que tiene la 
cepa DU3 (K. marxianus) al pertenecer al género Kluyveromyces que se caracterizan por ser 
termotolerantes. 
La levadura GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 muestra un crecimiento alto en comparación 
con las demás levaduras, siendo afectada únicamente por la temperatura, teniendo que a 
temperatura alta de 35ºC la población total de levaduras es menor. La temperatura entre 25 y 30ºC 
favorece en crecimiento, observándose la más alta población de levaduras en esta temperatura, tanto 
en medio M11 como en JA. La agitación parece no tener efecto sobre el crecimiento (Figura 
7.2.1.). Las velocidades de crecimiento coinciden con la temperatura y agitación donde se 
obtuvieron las poblaciones máximas (Tabla 7.2.3.). 
Finalmente el crecimiento de la cepa DI (T. delbrueckii) fue el más afectado por efecto 
tanto de la temperatura como de la agitación (Figura 7.2.1.) observando un crecimiento 
prácticamente nulo a temperatura de 35ºC y una agitación de 150 rpm (AC). Esta cepa en particular 
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mostro ser la menos robusta comparada con las demás no-Saccharomyces estudiadas, a pesar de ser 
genéticamente la cepa más parecida a S. cerevisiae. Las velocidades de crecimiento son las más 
bajas en comparación con las demás cepas estudiadas, teniendo el mejor desempeño a 30ºC y 
siendo afectada tanto al subir como al bajar la temperatura (Tabla 7.2.3.). 
El crecimiento de cada una de las levaduras estudiadas es diferente en cada medio y las 
reacciones a los cambios de temperatura y agitación son muy distintos, lo que hace suponer que las 
cepas de levaduras pudieron tener una adaptación de manera natural al jugo de Agave, puesto que se 
observa en su desempeño al crecer de una mejor manera en JA en comparación a los crecimientos 
obtenidos en medio M11. 
Figura 7.2.1. Cinéticas de crecimiento de las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), 
GRO3 (P. kluyveri), DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA. 
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Cinéticas de crecimiento de GRO3 M11
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Tabla 7.2.3. Velocidades máximas de crecimiento (µmax) de las cepas AR5 (S. cerevisiae), 
DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA. 
AR5 M11   JA 
 
250 rpm 175 rpm 100 rpm   250 rpm 175 rpm 100 rpm 
35ºC 0.19±0.07 0.35±0.03 0.28±0.03 
 
0.31±0.14 0.27 ±0.01 0.33±0.11 
30ºC 0.38±0.03 0.53±0.01 0.35±0.06 
 
0.44±0.03 0.46±0.02 0.40±0.00 
25ºC 0.18±0.04 0.29±0.02 0.20±0.01   0.26±0.09 0.23±0.00 0.19 ±0.02 
        DU3 M11   JA 
 
250 rpm 175 rpm 100 rpm   250 rpm 175 rpm 100 rpm 
35ºC 0.37±0.01 0.68 ±0.02 0.56±0.02 
 
0.38±0.07 0.18 ±0.00 0.29±0.10 
30ºC 0.51±0.01 0.47±0.04 0.51±0.00 
 
0.57±0.00 0.56±0.00 0.51±0.01 
25ºC 0.32±0.05 0.28±0.05 0.29 ±0.01   0.38±0.00 0.37±0.01 0.16 ±0.06 
        GRO3 M11   JA 
 
250 rpm 175 rpm 100 rpm   250 rpm 175 rpm 100 rpm 
35ºC 0.25±0.02 0.34 ±0.05 0.34±0.00 
 
0.38±0.00 0.19 ±0.00 0.27±0.02 
30ºC 0.54±0.00 0.50±0.01 0.46±0.10 
 
0.49±0.04 0.55±0.09 0.56±0.01 
25ºC 0.43±0.01 0.25±0.01 0.19 ±0.01   0.56±0.10 0.25±0.01 0.27±0.05 
        DI M11   JA 
 
250 rpm 175 rpm 100 rpm   250 rpm 175 rpm 100 rpm 
35ºC 0.11±0.02 0.22 ±0.02 0.18±0.01 
 
0.08±0.002 0.22 ±0.02 0.13±0.09 
30ºC 0.46±0.03 0.44±0.13 0.47±0.01 
 
0.23±0.09 0.29±0.02 0.36±0.00 
25ºC 0.26±0.01 0.26±0.01 0.21 ±0.02   0.35±0.01 0.21±0.01 0.22 ±0.03 
       Unidades de velocidad máxima de crecimiento expresadas en h-1. 
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7.2.3.2. Consumo de azúcar, cinéticas y velocidades de consumo de azúcar. 
Las cinéticas de consumo de azúcar de AR5 (S. cerevisiae) en medio M11 presentan 
diferencias en la velocidad y la concentración de azúcar final (Figura 7.2.2.). El medio JA se 
observan diferencias en la velocidad de consumo de azúcar; siendo mayores en medio JA en 
comparación a las obtenidas en medio M11 (Tabla 7.2.4.) y a las 60 horas de fermentación el 
consumo de azúcar es casi total para todas las condiciones estudiadas en JA. 
La cepa DU3 (K. marxianus) presenta cinéticas de consumo de azúcar con diferentes 
velocidades por efecto de la temperatura y la agitación, al igual como se observa con la cepa AR5 
(S. cerevisiae) en medio M11. Las cinéticas en medio JA presenta un consumo casi total, excepto 
las fermentaciones BB (25ºC/100 rpm) CC (30ºC/175rpm) donde se observa una concentración de 
azúcar residual de 20 g/L a las 72h (Figura 7.2.2.).    
Las cinéticas de consumo de azúcar que presenta la cepa GRO3 (P. kluyveri) tienen un 
comportamiento similar al observado con la cepa AR5 (S. cerevisiae) donde en medio M11 las 
velocidades de consumo de azúcar (Tabla 7.2.4.) son más lentas y las concentraciones de azúcar 
residual son altas, por otro lado en medio JA se observa que el consumo de azúcar es mayor en 
comparación con el observado en medio M11 pero no en todas las fermentaciones las levaduras 
logran consumir todo el azúcar a las 72 h (Figura 7.2.2.). 
La cepa DI (T. delbrueckii) al igual que como se observo en el crecimiento, las cinéticas de 
consumo de azúcar son afectadas tanto por la agitación como por la temperatura, siendo la 
temperatura alta lo que más afecta el consumo (Figura 7.2.2.), ligado a un nulo crecimiento 
(Figura 7.2.1.). Las velocidades de consumo de azúcar (Tabla 7.2.4.) son las más bajas en 
comparación con las demás cepas de levaduras analizadas en este trabajo, observándose 
nuevamente que en medio JA las velocidades son más rápidas que las obtenidas en medio M11. 
El consumo de azúcar de las levaduras corresponde al crecimiento observado, teniendo que 
en medio M11 es donde se observan concentraciones altas de azúcar residual, mientras que en 
medio JA el consumo de azúcar fue mayor. 
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Figura 7.2.2. Cinéticas de consumo de azúcar de las cepas de levaduras AR5 (S. cerevisiae), 
DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA. 
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Cinéticas de consumo de azúcar DI M11
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Tabla 7.2.4. Velocidades de consumo de azúcar de las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), 
GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA. 
TºC Agitación
35 250 AA 0.0216 ± 0.0015 0.0079 ± 0.0009 0.0087 ± 0.0021 0.0056 ± 0.0009
35 175 AC 0.0308 ± 0.0009 0.0182 ± 0.0010 0.0266 ± 0.0014 0.0025 ± 0.0008
35 100 AB 0.0249 ± 0.0005 0.0144 ± 0.0040 0.0133 ± 0.0028 0.0030 ± 0.0011
30 250 CA 0.0250 ± 0.0006 0.0198 ± 0.0006 0.0171 ± 0.0006 0.0147 ± 0.0004
30 175 CC 0.0173 ± 0.0034 0.0284 ± 0.0008 0.0134 ± 0.0005 0.0266 ± 0.0006
30 100 CB 0.0350 ± 0.0018 0.0208 ± 0.0005 0.0261 ± 0.0004 0.0185 ± 0.0004
25 250 BA 0.0103 ± 0.0009 0.0096 ± 0.0035 0.0085 ± 0.0005 0.0055 ± 0.0006
25 175 BC 0.0350 ± 0.0004 0.0343 ± 0.0004 0.0319 ± 0.0020 0.0307 ± 0.0003
25 100 BB 0.0160 ± 0.0042 0.0131 ± 0.0008 0.0194 ± 0.0005 0.0077 ± 0.0001
M11 AR5 M11 DU3 M11 GRO3 M11 DI
 
TºC Agitación
35 250 AA 0.0510 ± 0.0021 0.0585 ± 0.0011 0.0230 ± 0.0014 0.0017 ± 0.0000
35 175 AC 0.0528 ± 0.0000 0.0590 ± 0.0035 0.0544 ± 0.0028 0.0032 ± 0.0002
35 100 AB 0.0811 ± 0.0025 0.0764 ± 0.0147 0.0442 ± 0.0063 0.0079 ± 0.0040
30 250 CA 0.0450 ± 0.0005 0.0389 ± 0.0013 0.0346 ± 0.0001 0.0440 ± 0.0003
30 175 CC 0.0366 ± 0.0011 0.0279 ± 0.0004 0.0419 ± 0.0004 0.0492 ± 0.0034
30 100 CB 0.0544 ± 0.0001 0.0676 ± 0.0011 0.0442 ± 0.0006 0.0550 ± 0.0004
25 250 BA 0.0536 ± 0.0025 0.0461 ± 0.0024 0.0290 ± 0.0159 0.0269 ± 0.0015
25 175 BC 0.0674 ± 0.0028 0.0686 ± 0.0065 0.0410 ± 0.0001 0.0187 ± 0.0004
25 100 BB 0.0332 ± 0.0004 0.0235 ± 0.0007 0.0196 ± 0.0006 0.0192 ± 0.0010
 JA AR5 JA DU3  JA GRO3 JA DI
 
 
Cabe señalar que en medio M11 el crecimiento de la levaduras se detiene antes de que el 
azúcar se haya terminado, por lo que debe de existir un problema de falta de algún nutriente, puesto 
que en el medio de jugo de Agave si se logra consumir el azúcar. 
Con los resultados de la concentración final de levaduras se llevo a cabo el estudio de 
superficie de respuesta, con lo que se obtuvo el gráfico correspondiente de cada cepa, donde se 
pueden observar las zonas de mayor crecimiento controlando la temperatura y la agitación. La 
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interpretación de los gráficos nos permite determinar las condiciones de temperatura y agitación 
óptimas para favorecer el crecimiento y lograr tener la concentración máxima de células en una 
fermentación.  
Las poblaciones máximas alcanzadas con la cepa AR5 (S. cerevisiae) en medio M11 
presenta poblaciones finales similares, mientras que en medio JA la población máxima se registró a 
una temperatura baja de 25ºC y agitación de 175 rpm (Figura 7.2.3.).  
La cepa de levadura DU3 (K. marxianus) presentó un máximo de crecimiento a 30ºC y 250 
rpm, siendo mayor en medio M11 que en medio JA. Se observó un efecto por la agitación, teniendo 
que a mayor agitación fue mejor el crecimiento (Figura 7.2.3.).  
La población total de levaduras de la cepa GRO3 (P. kluyveri) fue la cepa que presentó el 
valor más alto, observándose claramente un efecto por la temperatura en medio M11, siendo 
afectada por la temperatura alta y favorecida por la temperatura baja. Sin tener efecto en la 
concentración de células por la velocidad de agitación del medio de fermentación. Por otro lado en 
medio JA la cepa GRO3 (P. kluyveri) presenta concentraciones celulares variadas en las diferentes 
condiciones analizadas, observado que el crecimiento aumenta conforme aumenta la velocidad de 
agitación y cambios menores por efecto de la temperatura (Figura 7.2.3.).  
Finalmente la cepa DI (T. delbrueckii) mostro las poblaciones de levaduras más bajas por 
efecto de la temperatura, teniendo un crecimiento casi nulo a temperatura alta de 35ºC. La agitación 
favorece el crecimiento de la cepa DI (T. delbrueckii) presentando un crecimiento mayor conforme 
aumenta la agitación, sin embargo en la grafica este efecto solo se aprecia en el medio JA (Figura 
7.2.3.). 
La concentración final de levaduras observada demuestra la capacidad de las levaduras para 
desarrollarse en cada medio, siendo mayor en medio JA que la concentración obtenida en medio 
M11. Si bien el objetivo final de la fermentación es la producción de etanol, teniendo una 
concentración mayor de células se produce una mayor concentración de etanol. Aunque no hay que 
olvidar que la cantidad de glucosa que se utiliza para el crecimiento celular disminuye la cantidad 
que puede llegar a transformarse en etanol. 
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Figura 7.2.3. Gráficos de superficie de respuesta de las concentraciones de población de 
levaduras a las 72 horas de incubación con las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), 
GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA. 
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Crecimiento DI
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Del mismo modo que con los resultados de las poblaciones de levaduras, se realizó un 
estudio de superficie de respuesta con los resultados de las concentraciones residuales de azúcar, 
para determinar las condiciones de temperatura y agitación que nos permitan el máximo consumo 
de azúcar y de esta manera tener la menor pérdida de sustrato a nivel industrial. 
La concentración de azúcar residual observada en medio M11 es mayor que la obtenida en 
medio JA. Para cada uno de los medios y de las cepas de levaduras el comportamiento fue diferente, 
encontrando que para AR5 (S. cerevisiae) la temperatura alta y  agitación baja en medio M11 fue 
donde la concentración final de azúcar fue mayor, mientras que con agitación baja y temperatura de 
30ºC fue donde consumió todo el azúcar (Figura 7.2.4.). En medio JA la concentración final de 
azúcar fue baja en todas las condiciones, teniendo un mayor consumo con temperaturas y agitación 
baja. 
La cepa DU3 (K. marxianus) en medio M11 muestra un optimo de consumo de azúcar a 
25ºC y 175 rpm, mientras que en medio JA se observa un mayor consumo de azúcar a temperatura y 
agitación alta (Figura 7.2.4.). 
El consumo de azúcar mostrado por la cepa GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 muestra que 
es mejor a temperatura y agitación baja. Mientras que en medio JA tiene un consumo de azúcar casi 
total en casi cualquier condición estudiada, teniendo un optimo de 30ºC y 175 rpm, viéndose 
ligeramente afectado por temperatura y agitación bajas (Figura 7.2.4.). 
La cepa de levadura DI (T. delbrueckii) muestra las concentraciones más altas de azúcar 
residual en comparación con las demás levaduras estudiadas, lo que corresponde con los 
crecimientos observados. La temperatura alta afecta de manera significativa tanto el crecimiento 
como el consumo de azúcar de la levadura DI (T. delbrueckii) tanto en medio M11 como en medio 
JA. Siendo la temperatura el principal factor que afecta el consumo de azúcar debido a que no se 
observa un efecto por la agitación (Figura 7.2.4.). 
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Figura 7.2.4. Concentración de azúcar residual (g/L) a las 72h de incubación con las cepas 
AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio 
M11 y JA. 
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7.2.3.3.  Concentración final de etanol producido y rendimiento de etanol respecto al consumo de 
azúcar. 
La concentración final de etanol es la principal variable que se tiene en cuenta en una 
fermentación alcohólica, debido a que es el principal objetivo del proceso. 
La agitación tiene el efecto más fuerte en la producción de etanol que el observado por la 
temperatura con la cepa AR5 (S. cerevisiae), tanto en medio M11 como en medio JA, observando 
un óptimo de producción con una agitación de 100 rpm y 30ºC. Si bien el óptimo de producción de 
etanol se localiza en las mismas condiciones en ambos medios, la concentración más alta producida 
fue en medio M11 (Figura 7.2.5.). 
La cepa de levadura DU3 (K. marxianus) muestra un óptimo de producción de etanol igual 
que el observado por AR5 (S. cerevisiae), mostrando nuevamente que la agitación es el principal 
factor que afecta la producción de etanol, pero en este caso es en medio JA donde se observa la 
concentración máxima de producción de etanol (Figura 7.2.5.). 
Las concentraciones finales de etanol observadas con la cepa GRO3 (P. kluyveri) muestran 
que en medio M11 la agitación tiene un mayor efecto negativo, en comparación con el medio JA 
donde tolera más agitación produciendo una alta concentración de etanol (Figura 7.2.5.). Las 
condiciones óptimas de producción nuevamente son a 30ºC y 100 rpm. 
La cepa DI (T. delbrueckii) ha mostrado que el consumo de azúcar y el crecimiento no 
fueron los mejores comparadas con las demás levaduras, nuevamente la producción de etanol es la 
más baja en comparación con las demás levaduras, pero las condiciones óptimas de producción de 
etanol son las mismas que para las otras 3 cepas de lavaduras (30ºC y 100 rpm). Tendiendo una 
concentración máxima de 10 g/L en medio M11 y 25 g/L en medio JA (Figura 7.2.5.). 
La agitación alta favorece un óptimo crecimiento, por lo que el azúcar consumido se utiliza 
para el crecimiento desarrollando biomasa, mientras que una agitación baja disminuye la 
transferencia de oxigeno, teniendo un medio más anaerobio y por tanto se favorece la vía 
bioquímica para la producción de etanol. Todas las cepas de levaduras estudiadas en este trabajo 
muestran que el óptimo de producción de etanol esta a 30ºC y 100 rpm. 
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Figura 7.2.5. Concentración final de etanol producida (g/L) a las 72h de incubación con las 
cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio 
M11 y JA. 
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El rendimiento de etanol más alto respecto al consumo de azúcar, corresponde a la 
concentración más alta de etanol producida en muchos casos, debido a que se encuentra en 
agitación baja de 100 rpm, donde el consumo de azúcar no es desviado para la producción de 
biomasa. A nivel industrial es deseado que una levadura crezca lo suficiente para tener una buena 
concentración de células para que produzcan etanol, pero que el azúcar consumido no sea utilizado 
solo para generar biomasa, por lo que, una buena cepa productora de etanol es aquella que es capaz 
de producir una alta concentración de manera individual. 
Existen 2 casos donde se produce una alta concentración de etanol, una de ellas es por alta 
concentración de células, donde la suma total del etanol producido por cada célula es alta. O bien 
donde cada célula es capaz de producir una alta concentración de etanol, por lo que, con poca 
biomasa se puede producir una alta concentración de etanol. La segunda opción es la más deseada 
industrialmente, los rendimientos de producción de etanol por célula son mayores y la cantidad de 
glucosa que se destina para el crecimiento es menor, aprovechando el resto para la producción de 
etanol. 
Teóricamente el rendimiento más alto que se puede obtener es de 0.51 g etanol/g glucosa, 
que es la relación máxima de etanol que se produce por cada molécula de glucosa. La cepa AR5 (S. 
cerevisiae) en medio M11 mostro un rendimiento máximo de 0.40 siendo el más alto que se obtuvo 
con las diferentes cepas de levaduras. 
Si bien no se logró llegar a obtener un rendimiento igual al teórico, nuestra cepa control 
mostro un valor de 0.40, por lo que con este experimento se pretendía determinar las condiciones de 
agitación y temperatura óptimas para realizar la fermentación de manera que una cepa no-
Saccharomyces pueda producir la misma concentración de etanol, como lo hace la levadura S. 
cerevisiae, que es la que actualmente presenta los mayores rendimientos. Con los resultados 
obtenidos se observa que las cepas no-Saccharomyces no logran llegar al 0.40 de rendimiento de 
etanol respecto al consumo de sustrato, pero incluso AR5 (S. cerevisiae), se ve afectado su 
rendimiento por las variaciones de temperatura y agitación. Además no son los únicos factores para 
lograr que las cepas no-Saccharomyces lleguen a producir las mismas concentraciones que 
actualmente S. cerevisiae produce.  
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Figura 7.2.6. Rendimiento de la producción de etanol respecto al consumo de azúcar (Yp/s) a 
las 72h de incubación con las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y 
DI (T. delbrueckii) en medio M11 y JA. 
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7.2.3.4. Concentración de la producción de esteres. 
El acetato de etilo es un éster que se produce durante la fermentación en concentración 
superior comparado con los demás esteres. Debido a esto en la fermentación de JA para la 
producción de tequila a nivel industrial se relaciona la concentración de acetato de etilo con la 
producción de esteres totales. La cepa AR5 (S. cerevisiae) mostro un máximo de producción de 25 
mg/L a temperatura y agitación baja en medio M11 mientras que en medio JA fue de 80 mg/L a 
temperatura baja pero agitación de 175 rpm (Figura 7.2.7.). 
La cepa DU3 (K. marxianus) muestra una alta producción de esteres a temperatura baja y 
agitación media en medio M11. Pero es mejor en medio JA a 30 ºC y 175 rpm donde se logró una 
producción de 1000 mg/L de acetato de etilo, en comparación con los 80 mg/L que fue el máximo 
de AR5 (S. cerevisiae) (Figura 7.2.7.). 
La mayor producción de esteres fue obtenida con la cepa GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 
a temperatura de 25ºC y agitación de 175 rpm donde alcanzo una producción de 2000 mg/L. 
mientras que en medio JA se observa un máximo de 700 mg/L en condiciones extremas siendo 
temperatura y agitación bajas o altas (Figura 7.2.7.). 
Finalmente la producción de acetato de etilo por la cepa DI (T. delbrueckii) es 
prácticamente nula a excepción de temperatura baja y agitación baja en medio M11 donde se 
produjo un máximo de 20 mg/L  y por otro lado en medio JA se observa una producción de 200 
mg/L en temperatura y agitación alta. 
Los esteres son producidos como respuesta al estrés, se ha visto que las temperaturas bajas 
alrededor de 20 ºC favorecen la producción de esteres. En este trabajo se observa ese efecto solo en 
medio M11, puesto que en medio JA los máximos de producción dependen de cada una de las 
cepas. También ha sido reportado que la aerobiosis favorece la producción de ésteres, en nuestro 
caso la agitación alta parece no tener un efecto positivo sobre la producción de ésteres. Otros 
investigadores asocian una mayor concentración de ésteres a temperatura baja asociado a la baja 
volatilidad del compuesto en esta temperatura, por lo que, a temperatura alta se volatiliza mayor 
concentración de ésteres y por tanto la concentración final será menor. Las cepas no-Saccharomyces 
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muestran producciones superiores a las observadas con AR5 (S. cerevisiae), destacando la cepa de 
levadura GRO3 (P. kluveri). 
En general se observa una tendencia a una mayor producción de esteres a temperaturas 
bajas, lo que coincide con la bibliografía. Pero si bien, el objetivo final es producir etanol, este no se 
ve favorecido a estas temperaturas, por lo que hay que realizar una valoración de la concentración 
de etanol perdida y la concentración de esteres ganada.   
 
Figura 7.2.7. Concentración final de acetato de etilo producida (mg/L) a las 72h de incubación 
con las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en 
medio M11 y JA. 
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El acetato de isoamilo fue producido solamente por la cepa GRO3 (P. kluveri) sin detectar 
producción por las demás cepas de levaduras. Al igual que el acetato de etilo, los máximos de 
producción de acetato de etilo corresponden a las mismas condiciones (Figura 7.2.8.). Lo que 
demuestra que el acetato de etilo es un buen indicador de las condiciones en las que los esteres de 
manera general pueden favorecerse. Por tanto es aceptable que se utilice como un indicador de la 
producción total de esteres. 
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Figura 7.2.8. Concentración final de acetato de isoamilo producida (mg/L) a las 72h de 
incubación con la cepa GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 y JA. 
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7.2.3.5. Concentración de la producción de alcoholes superiores. 
Los alcoholes superiores en concentraciones altas pueden llegar a ser tóxico para el 
consumo humano, pero deben de estar presentes para contribuir al aroma y sabor de la bebida. Por 
lo que es deseado que se produzcan pero no en concentraciones altas. De acuerdo a la norma la 
concentración de alcoholes superiores debe de ser entre 20 y 500 mg/100mL de alcohol anhidro. 
Utilizando como indicador el alcohol isoamilico, que es el que se produce en mayor concentración 
por la cepa de levadura S. cerevisiae. 
En este trabajo se midieron las concentraciones de 1-propanol, isobutanol y alcoholes 
amílicos, como alcoholes superiores. 
La cepa de levadura AR5 (S. cerevisiae) muestra un máximo de producción de 1-propanol a 
30 ºC, observándose un efecto en la producción por efecto de la temperatura y sin mostrar efecto 
por la agitación (Figura 7.2.9.). 
La concentración de 1-propanol producida por la cepa DU3 (K. marxianus) es similar a la 
producida por AR5 (S. cerevisiae), pero esta si se ve afectada tanto por los cambios de temperatura 
como de agitación en medio M11. Mientras en medio JA es la agitación la que afecta más la 
producción (Figura 7.2.9.). 
La cepa GRO3 (P. kluyveri) muestra la concentración de producción más baja de 1-
propanol viéndose afectada en medio M11 tanto por la agitación como por la temperatura, sin 
detectar una producción en condiciones altas. Mientras que en medio JA la producción nula se 
observó con temperatura baja y agitación alta (Figura 7.2.9.). 
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La levadura DI (T. delbrueckii) mostró concentraciones muy similares a las obtenidas con 
AR5 (S. cerevisiae) observando el mismo efecto donde la temperatura es quien más afecta la 
producción, sin cambios por efecto de la agitación (Figura 7.2.9.). 
La producción de 1-propanol no fue afectada por la temperatura y la agitación de manera 
significativa, por lo que no se observaron diferencias entre las concentraciones obtenidas de manera 
particular con cada cepa, las más grandes diferencias fueron observadas entre las cepas por lo que el 
principal factor que afecto la producción de este alcohol superior fue la cepa utilizada para realizar 
la fermentación. 
 
Figura 7.2.9. Concentración final de 1-propanol producida (mg/L) a las 72h de incubación con 
las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en medio 
M11 y JA. 
1-Propanol AR5 M11
16
15
14
15
16
17
17
18
1819
19
20
19
21
20
20
20
20
19
18
17
16
15
14
Temperatura (ºC)
26 28 30 32 34
A
gi
ta
ci
ón
 (
rp
m
)
100
120
140
160
180
200
220
240
 
1-Propanol AR5 JA
17
16
15
14
14
1312
11
1213
13
Temperatura (ºC)
26 28 30 32 34
A
gi
ta
ci
ón
 (
rp
m
)
100
120
140
160
180
200
220
240
 
1-Propanol DU3 M11
10
15
10
20
5
Temperatura (ºC)
26 28 30 32 34
A
gi
ta
ci
ón
 (
rp
m
)
100
120
140
160
180
200
220
240
 
1-Propanol DU3 JA
9
8
8
9
10
7
11
10
7
11
8
1213
Temperatura (ºC)
26 28 30 32 34
A
gi
ta
ci
ón
 (
rp
m
)
100
120
140
160
180
200
220
240
 
102 
 
1-Propanol GRO3 M11
0
0
2
4
68
Temperatura (ºC)
26 28 30 32 34
A
gi
ta
ci
ón
 (
rp
m
)
100
120
140
160
180
200
220
240
 
1-Propanol GRO3 JA
5
6
7
8
4
7
3
6
2
5
6
1
Temperatura (ºC)
26 28 30 32 34
A
gi
ta
ci
ón
 (
rp
m
)
100
120
140
160
180
200
220
240
 
1-Propanol DI M11
4
2
0
24
6
6
810
8
12
14
16
10
Temperatura (ºC)
26 28 30 32 34
A
gi
ta
ci
ón
 (
rp
m
)
100
120
140
160
180
200
220
240
 
1-Propanol DI JA
6
4
2
0
2
8
4
4
10
12
12
14
16
12
108
Temperatura (ºC)
26 28 30 32 34
A
gi
ta
ci
ón
 (
rp
m
)
100
120
140
160
180
200
220
240
 
 
La concentración final de isobutanol producida por la cepa AR5 (S. cerevisiae) mostró ser 
afectada por la temperatura, teniendo producciones más altas a temperatura baja y concentraciones 
bajas a temperatura alta. Por otra parte la agitación parece no tener efecto sobre la producción de 
isobutanol (Figura 7.2.10.). 
La cepa DU3 (K. marxianus) produjo concentraciones mayores que las obtenidas con la 
cepa AR5 (S. cerevisiae). Siendo afectada la producción en medio M11 tanto por la agitación como 
por la temperatura y en medio JA se observa un efecto solo por la agitación (Figura 7.2.10.). 
El isobutanol producido por la cepa GRO3 (P. kluyveri) fue la mayor concentración 
obtenida en comparación con las demás cepas de levaduras, observándose un efecto por la agitación 
en medio M11 mientras que en medio JA fue la temperatura la que tuvo efecto sobre la producción 
(Figura 7.2.10.). 
La cepa DI (T. delbrueckii) tanto en medio M11 como en medio JA, muestra un efecto por 
la temperatura sin afectarle la agitación, con concentraciones similares a las producidas por AR5 (S. 
cerevisiae) (Figura 7.2.10.). 
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Figura 7.2.10. Concentración final de isobutanol producida (mg/L) a las 72h de incubación 
con las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en 
medio M11 y JA. 
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La producción de los alcoholes amílicos al igual que el isobutanol y el 1-propanol  fue 
afectada por efecto de la temperatura con la cepa AR5 (S. cerevisiae), obteniéndose las 
concentraciones máximas a 30 ºC. La cepa DU3 (K. marxianus) mostró las concentraciones 
máximas de producción en comparación con las demás cepas de levaduras, siendo afectada tanto 
por la agitación como por la temperatura en medio M11, mientras que en medio JA fue solo la 
agitación la que tuvo efecto. La cepa GRO3 (P. kluyveri) mostró las concentraciones más bajas de 
producción de alcoholes amílicos siendo afectada al igual que DU3 (K. marxianus) en medio M11 
tanto por la agitación como por la temperatura y en medio JA fue la temperatura la que tuvo un 
efecto en la producción. La cepa DI (T. delbrueckii) mostró un efecto por la temperatura con 
concentraciones similares a las producidas por AR5 (S. cerevisiae) (Figura 7.2.11.). 
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Figura 7.2.11. Concentración final de alcoholes amílicos producidos (mg/L) a las 72h de 
incubación con las cepas AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. 
delbrueckii) en medio M11 y JA. 
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Alcoholes amilicos DI M11
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La producción de alcoholes superiores fue afectada más, por la temperatura, que por la 
agitación. El alcohol superior que se produjo en mayor concentración por parte de la cepa AR5 (S. 
cerevisiae) fueron los alcoholes amílicos. Sin embargo la cepa DU3 (K. marxianus) fue la que 
presentó las concentraciones más altas de alcoholes superiores. 
7.2.4. Conclusión. 
Esta parte del estudio nos demuestra que cada una de las cepas de levadura muestra un 
perfil de producción de compuestos propio, y éste será afectado tanto por las condiciones 
ambientales como por la composición química del medio. Si se desea una producción alta de etanol, 
las mejores condiciones son 30ºC y 100 rpm, pero en este punto no se logra obtener una alta 
concentración de ésteres. Además de que en estas condiciones de agitación y temperatura se 
favorece también una alta concentración de alcoholes superiores. Por lo que si queremos elevar la 
concentración de ésteres debemos de sacrificar un poco la producción de etanol, reduciendo de esta 
manera también la concentración de alcoholes superiores. Por lo que a una temperatura de 25ºC y 
agitación de 100 rpm se lograría aumentar la concentración de esteres y disminuir la producción de 
alcoholes superiores. 
Con esto podemos demostrar que debido a que en la industria de la producción de tequila no 
se lleva a cabo la regulación de la temperatura en las tinas de fermentación, puede llegar a haber 
variaciones en la composición del producto fermentado, de acuerdo al clima y la época del año. 
Debido a que es una bebida destilada, puede llegar a realizarse una homogeneización del producto 
durante todo el año, seleccionando los compuestos que se deseen durante la destilación, controlando 
la temperatura y los cortes realizados. 
En este capítulo se estudio el efecto que tienen la temperatura y la agitación en la 
producción de compuestos de interés durante la fermentación. Encontrando que no solo las 
condiciones ambientales son necesarias de controlar durante el proceso, sino también, cabe resaltar 
la importancia que tiene la selección de la cepa de levadura a utilizar durante el proceso de 
fermentación.  
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7.3. CAPITULO 3. Influencia de la concentración de Ca y Mg en el medio 
de fermentación sobre la capacidad de producción de etanol en levaduras 
no-Saccharomyces aisladas de procesos de fermentación de Agave. 
7.3.1. INTRODUCCIÓN 
El jugo de Agave se utiliza como medio de cultivo y fermentación en la industria tequilera, 
el mosto de jugo de Agave proporciona a la levadura los nutrientes necesarios para su crecimiento. 
Las levaduras son organismos heterótrofos que son capaces de utilizar una gran variedad de 
nutrientes para el crecimiento y la generación de energía (Dashko y col., 2003).  
La fermentación alcohólica se basa en la asimilación de carbohidratos y su conversión a 
etanol, esta reacción la realizan principalmente las levaduras del genero Saccharomyces pero 
también existen bacterias del genero Zymomonas que son capaces de metabolizar los carbohidratos 
para producir etanol. El nitrógeno es el segundo constituyente aportado por el medio de cultivo, 
todas las levaduras, asimilan el N en forma de ión amonio. En la producción industrial de tequila los 
mostos son enriquecidos con sulfato de amonio debido a que el jugo de Agave provee una baja 
concentración de nitrógeno a  las levaduras (Diaz Montaño y col., 2010). Los elementos como el S, 
P, Mg, y K son elementos necesarios para realizar las reacciones metabólicas necesarias durante la 
fermentación, algunos de ellos como el Mg actúan como cofactores de diversas enzimas y es 
necesario en la glucolisis y en reacciones de la biosíntesis de ácidos grasos de levaduras, así mismo 
participa en la activación de la hexoquinasa, fosfofructoquinasa, fosfoglicerato quinasa, enolasa y 
piruvato quinasa (Walker y col., 1996) también participa en la protección de la levadura del estrés 
causado por el etanol, la temperatura y la presión osmótica (Walker, 1994); una concentración baja 
de Mg o su ausencia durante la fermentación provoca la producción de ácido acético (Leveau, 
2000). El fosforo es asimilado por  la levadura en forma de iones, el potasio es el mineral mas 
importante en las levaduras durante la fermentación debido a que en un pH ácido el potasio estimula 
la fermentación y la respiración, además de que actúa como efector de numerosas enzimas (Leveau, 
2000). Otros elementos como el Cu, Fe, Zn, Co, Mo y B son considerados como elementos trazas 
pues se requieren en concentraciones muy pequeñas. Algunos microorganismos no pueden 
sintetizar nutrientes específicos como aminoácidos, vitaminas y nucleótidos por lo que deben de ser 
proporcionados por el medio de cultivo (Stanbury y col., 2003).  
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El ion Ca incrementa la estabilidad de la membrana plasmática, debido a que provoca la 
disminución de protones pasivos o bien se estabiliza por la influencia de la ATPasa que inhibe la 
actividad del etanol (Nabais y col., 1988).  
La alta concentración de azúcar afecta la osmosis dentro de la membrana celular, el rango 
óptimo de concentración de azúcar es de 10 a 18%, debido a que a concentraciones de 22% las 
levaduras comienzan a tener problemas en el proceso de respiración celular (Stanbury y col., 2003). 
Para el crecimiento celular las levaduras tiene una gran demanda de Mg pero no de Ca. El 
Mg es un requisito indispensable para muchos acidos grasos y enzimas glicoliticas, mientras que el 
Ca se requiere en muy pocas. El Mg es utilizado intracelularmente, mientras que el Ca funciona 
extracelularmente en la floculación celular y regula el pH del mosto. El Ca ayuda a proteger las 
membranas biologicas del estrés causado por el etanol, la temperatura y la presión osmotica. El Ca 
antagoniza muchas de la funciones metabolicas del magnesio, a través de mecanismos de unión 
inhibitoria competitiva (Walker y col., 1996). 
 
7.3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
Se utilizaron las levaduras AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y 
DI (T. delbrueckii). 
Para la preparación de los inóculos se utilizó el medio YPD en matraces de 125 mL con 50 
mL de medio incubados a 30ºC y 100 rpm. Los medios de fermentación fueron JA y M11 con 
fructosa en matraces de 250 mL con 50 mL de medio incubados a 30ºC y 250 rpm. 
Para el estudio del aporte nutricional del jugo de Agave se prepararon medios de 
fermentación basados en el medio M11, enriqueciéndolos con diferentes concentraciones de jugo de 
Agave, descritos en la tabla 7.3.1. 
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Tabla 7.3.1. Porcentaje de azúcar de los medios de fermentación 
Medio de fermentación % de fructosa % de azúcar de jugo de Agave* 
M11 100 g/L 0 
5% JA 95% = 95 g/L 5% = 32.26 mL 
10% JA 90% = 90g/L 10% = 64.51 mL 
15% JA 85% = 85g/L 15% =  96.77 mL 
20% JA 80% = 80g/L 20% = 129.03 mL 
100% JA 0 100 % = 645.16 mL 
*El jugo de Agave que se utilizó para la formulación de los medios tenía una concentración de azúcar de 155 g/L y los 
mililitros mostrados son para la preparación de 1L de medio. 
Para el estudio del efecto del Ca y el Mg, los medios de fermentación se prepararon en base 
a la composición del medio M11 modificando las concentraciones de Ca(NO3)2·4H2O y 
MgSO4·7H2O de acuerdo al modelo de superficie de respuesta que se describe en la tabla 7.3.2. 
Tabla 7.3.2. Concentración de Ca y Mg de los medios de fermentación 
utilizados en el estudio del efecto de estos minerales. 
 Ca(NO3)2·4H2O Ca MgSO4·7H2O Mg 
Baja (B) 29.51 mg/L 5 mg/L 16.8 mg/L 1.66 mg/L 
Centro (C) 4.413 g/L 747.5 mg/L 520 mg/L 249.17 mg/L 
Alta (A) 8.855 g/L 1500 mg/L 5.06 g/L 500 mg/L 
 
Las concentraciones de Ca y Mg se establecieron de acuerdo a las máximas concentraciones 
de Ca y Mg reportadas en el jugo de Agave (Aguilar Uscanga y col., 2007). Además se envió a 
cuantificar una muestra del jugo de Agave utilizado en este trabajo para conocer la concentración 
exacta de estos minerales. 
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El conteo se realizó en cámara de Neubauer, la concentración de azúcar se realizó en 
microplaca con el método de DNS y la determinación del etanol y compuestos volátiles se realizó 
por HS-GC. 
El balance de carbono se llevo a cabo en medio JA y medio M11 a 30ºC en matraces de 250mL 
con 100 mL de medio a 250 rpm, donde se ajustaron las concentraciones de Ca y Mg. Por lo que el 
medio M11 se formulo de la siguiente manera.  
 1 g/L de extracto de levadura 
 1 g/L de (NH4)2SO4 
 5.066 g/L de MgSO4·7H2O (equivalente a 500 mg/L de Mg) 
 2.23 g/L de K2HPO4 
 5.66 g/L de Ca(NO3)·4H2O (equivalente a 800 mg/L de Ca) 
 100 g/L de Fructosa como fuente de carbono. 
 Esterilizando el medio en autoclave a 121ºC por 15 min. 
Para la determinación de biomasa se centrifugaron 25 mL de muestra y se lavaron con agua 
destilada, el botón se resuspendió en 1 mL de agua y se colocó en una termobalanza. 
La determinación de producción de CO2 se calculo mediante la pérdida de peso, por lo que se 
peso un matraz en tiempo cero, el cual se inoculo e incubo al igual que los demás matraces, 
simplemente no se tomaron muestras de éste y al final de las 72 horas se volvió a pesar para 
determinar la producción de CO2 por pérdida de peso. También se coloco un matraz sin inoculo 
para determinar la pérdida de peso por evaporación de agua y  tener de esta manera el peso 
correspondiente solo al CO2. 
La cuantificación de azúcar, etanol y glicerol de las muestras del balance de carbono se 
realizaron por HPLC, para lo cual se centrifugaron 1.5 mL de muestra para retirar las células, se 
colocó 1 mL de muestra centrifugada en un matraz aforado de 20 mL y se llenó hasta el aforo con 
fase móvil. Para la preparación de fase móvil se colocaron 500 µL de H2SO4 en 1 L de agua ultra 
pura para una concentración de 1.87 mM. Una vez aforado el matraz se mezcló, con una jeringa de 
3 mL se llenó y se desechó 2 veces para lavar la jeringa, la tercera vez se llenó y se coloca un filtro 
de membrana de nylon de 0.2 µm de poro, se desechó la mitad de la muestra para lavar el filtro y la 
otra mitad se colocó en un vial para HPLC. Las muestras se refrigeraron hasta el momento de 
llevarlas al cromatógrafo. 
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El cromatógrafo HPLC utilizado (modelo ACCELA, Thermo electron corporation) está 
compuesto de 3 partes distintas, una parte que contiene las bombas y un desgasificador (bombas 
ACCELA), una parte que contiene las muestras y el automuestreador (automuestreador ACCELA) 
y la tercera parte que contiene el detector UV y visible (detector PDA), estos no se utiliza para la 
detección de compuestos pero es obligatorio para el funcionamiento del equipo. El detector es un 
aparato externo (Surveyor IR Plus detector, Finnigan) que mide la diferencia de refracción del 
líquido que fluye a través el sistema con respecto a la fase móvil. El detector para todos los 
experimentos se colocó a 40ºC a fin de mantener los parámetros de detección constantes. Los 
resultados se expresan en unidades de RI (índice de refracción). En estas condiciones la respuesta 
del detector es específica para cada molécula y su concentración. Para la separación de los 
compuestos se utilizó una columna Rezex ROA-H+ de 250 mm de longitud y 4.6 mm de diámetro, 
con u flujo de 170 µL/min de H2SO4 1.87mM, se inyectaron 25 µL de muestra y la temperatura de 
la columna fue de 30ºC. Para mantener la temperatura de la columna se utilizó un horno externo 
(HPLC Column controller, Therma Sphere TS-130).  
7.3.3. RESULTADOS 
7.3.3.1. Estudio de las capacidades fermentativas de las cepas de levaduras en jugo de 
Agave y medio M11 enriquecido con jugo de Agave. 
Para la determinación de la concentración de minerales se envió a analizar una muestra del 
jugo de Agave (155g/L de azúcar) que se utilizó para este trabajo, el resultado de absorción atómica 
mostro que el jugo de Agave tenía una concentración de Mn < 1 ppm, Ca 388 ppm, Mg 208 ppm, 
Zn 4.94 ppm y  Fe 16.7 ppm. 
Después de la determinación de la concentración de Nasimilable por el método de Sörensen, se 
obtuvo como resultado una concentración de 47.93 mg/L para el jugo de Agave (100 g/L de azúcar). 
También se le determinó la concentración de Nasimilable para el extracto de levadura que se utilizó en 
la preparación del medio M11 por lo que se preparo una solución de 1g/L de extracto de levadura y 
se obtuvo como resultado una concentración de 40.94 mg/L de Nasimilable. 
De las diluciones de jugo de Agave en medio M11 se determinaron las cinéticas de 
crecimiento y consumo de azúcar. En la figura 7.3.1. se puede apreciar que el crecimiento es 
similar en los diferentes medios para cada una de  las cepas, observándose que en medio M11 y 
M11 sin Ca es donde el crecimiento es menor en comparación con los medios donde está presente 
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el jugo de Agave. Si bien las cinéticas de crecimiento son similares, las cinéticas de consumo de 
azúcar si presentan diferencias, siendo en el medio M11 sin Ca donde se observa la mayor 
concentración de azúcar residual para todas las cepas. Debido a esto se formula la hipótesis de que 
el Ca no es necesario para el crecimiento de las levaduras pero si para la fermentación, teniendo un 
consumo mínimo de azúcar, solo para el crecimiento de la cepa, en las primeras horas de la 
fermentación, correspondientes al crecimiento, después el azúcar ya no se consume, puesto que no 
genera producción de etanol. 
Los diferentes porcentajes de jugo de Agave en el medio afectan de distinta manera a cada 
una de las cepas de levaduras. Observando en la figura 7.3.1.b. que la cepa AR5 (S. cerevisiae) al 
igual que la cepa DU3 (K. marxianus) figura 7.3.1.d. presentan cinéticas de consumo de azúcar 
similares en los medios con los diferentes porcentajes de jugo de Agave y el medio JA. Mientras en 
la figura 7.3.1.f. se observó que las cinéticas de consumo de azúcar de la cepa GRO3 (P. kluyveri) 
se van haciendo cada vez más rápidas conforme aumenta el porcentaje de jugo de Agave hasta 
llegar al medio JA, siendo este efecto más notorio en la figura 7.3.1.h. con la cepa DI (T. 
delbrueckii). Debido a esto nos formulamos la hipótesis de que en el medio JA existen nutrientes 
indispensables para estas cepas de levaduras, puesto que fueron aisladas de jugo de Agave de 
diferentes especies, y pueden estar adaptadas de manera natural a este medio. 
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Figura 7.3.1. Cinéticas de crecimiento (a, c, e, f) y consumo de azúcar (b, d, f, h) de las levaduras 
AR5 (S. cerevisiae), DU3 (K. marxianus), GRO3 (P. kluyveri) y DI (T. delbrueckii) en los medios 
de fermentación JA, M11, M11 sin Ca y los medios M11 enriquecidos con diferentes porcentajes de 
JA. 
114 
 
7.3.3.2. Evaluación del efecto de la concentración de Ca y Mg en las capacidades 
fermentativas de las levaduras. 
Se puede apreciar en la figura 7.3.2 que el crecimiento de las levaduras AR5 (S. cerevisiae) DU3 
(K. marxianus) y GRO3 (P. kluyveri) no se ve afectado por la concentración de Ca y tampoco por la 
concentración de Mg, teniendo que el máximo crecimiento alcanzado a las 72 horas es el mismo 
independientemente de la concentración de minerales, observándose una superficie plana la cual 
indica que se tiene el mismo nivel de crecimiento independientemente de la concentración de los 
minerales estudiados. Mientras que la levadura DI (T. delbrueckii) muestra los máximos de 
crecimiento cuando la concentración de magnesio es alta en combinación con altas y bajas 
concentraciones de Ca. 
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Figura 7.3.2. Crecimiento de las levaduras al final de las 72 horas de fermentación con las 
diferentes concentraciones de Ca y Mg. 
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Sin embargo la concentración de azúcar residual al finalizar las 72 horas de fermentación es 
diferente para cada una de las cepas de levaduras (figura 7.3.3.), siendo la cepa DI (T. delbrueckii) 
la que menos azúcar consumió. La cepa GRO3 (P. kluyveri) mostró diferentes concentraciones de 
azúcar residual en las distintas concentraciones de Ca cuando la concentración de Mg es baja, pero 
no se observaron diferencias cuando la concentración de Mg era alta. La cepas de levadura DU3 (K. 
marxianus) presento una tendencia a consumir la mayor concentración de azúcar a concentraciones 
altas de Mg y bajas de Ca, mientras que por el contrario, mostró  una alta concentración de azúcar 
residual cuando la concentración de Mg fue baja y la concentración de Ca alta, por lo que se puede 
observar que la concentración de Mg afecta más en el consumo de azúcar en comparación al efecto 
que se observó por la concentración de Ca con la cepa DU3 (K. marxianus). Finalmente la cepa que 
consumió la mayor cantidad de azúcar después de las 72 horas de fermentación fue la cepa AR5 (S. 
cerevisiae), sin embargo se observó un efecto de mayor  consumo de azúcar a concentraciones bajas 
de Ca. 
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Figura 7.3.3. Concentración de azúcar residual de las 4 cepas de levaduras después de las 72 horas 
de fermentación. 
La producción de etanol obtenida por cada una de las cepas fue diferente (Figura 7.3.4.), 
siendo la cepa AR5 (S. cerevisiae) la que presentó la mayor concentración de etanol, lo que 
corresponde a lo visto anteriormente en el consumo de azúcar. Cabe destacar que la menor 
producción de la cepa AR5 (S. cerevisiae) fue a bajas concentraciones de Ca  y Mg. Presentado una 
producción similar de etanol con una concentración alta de Ca  y baja de Mg, o bien una 
concentración alta de Mg y baja de Ca. Por lo que esta cepa muestra ser, o bien, dependiente de Ca 
o Mg. Este mismo efecto se observa en las cepas DU3 (K. marxianus) y GRO3 (P. kluyveri). La 
cepa de levadura DI (T. delbrueckii) fue la que presento la menor concentración de etanol 
producida. Para las 4 cepas de levaduras se puede observar que altas concentraciones de Mg y 
medias de Ca es donde se produce la mayor concentración de etanol, lo que corresponde a  747.5 
mg de Ca y 500 mg de Mg. 
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Figura 7.3.4. Producción de etanol a las 72 horas de fermentación en las distintas concentraciones 
de Ca y Mg. 
El etanol es un indicador importante en la fermentación alcohólica, debido a que es el 
producto principal que se desea producir, pero una bebida alcohólica también está formada por 
distintos compuestos como lo son los ésteres que le van a conferir las características aromáticas 
principales a la bebida. En el caso del tequila el acetato de etilo es el principal éster que se produce 
y es por esto que se utiliza como indicador de la concentración de esteres producidos, en la figura 
7.3.5. se puede observar la concentración de acetato de etilo que se produjo después de las 72 horas 
de fermentación por cada una de las cepas estudiadas en este trabajo. 
La cepa que produjo la mayor concentración de acetato de etilo fue la cepa GRO3 (P. 
kluyveri) con concentraciones desde los 200 hasta los 1600 mg/L, seguida de la cepa DU3 (K. 
marxianus) que produjo desde 20 hasta 200 mg/L. La cepa AR5 (S. cerevisiae) presentó 
concentraciones desde los 10 hasta los 20 mg/L y finalmente la cepa que menos produjo fue la cepa 
DI (T. delbrueckii) que presentó solo una máximo de producción de 2 mg/L. 
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Figura 7.3.5. Producción de acetato de etilo de las 4 cepas de lavaduras a las 72 horas de 
fermentación. 
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7.3.3.3. Balance de carbono en medio JA y medio M11 modificando las 
concentraciones de Ca y Mg. 
Finalmente se realizó un balance de carbono ajustando las concentraciones de Ca y Mg en 
el medio M11, como se describió previamente en este capítulo.  
Tabla 7.3.3. Concentraciones de fuente de carbono y principales productos de carbono, para la realización 
del balance de carbono. 
Medio 
y 
Cepa 
Azúcar 
consumida 
(g/L) 
X 
mol 
Etanol 
producido 
(g/L) 
X 
mol 
Glicerol  
producido 
(g/L) 
X 
mol 
CO2 
producido 
(g/L) 
X 
mol 
Biomasa 
producida 
(g/L) 
X 
mol 
* 
Balance 
de 
Carbono 
JA 
AR5 
96.35 3.21 40.81 1.77 1.95 0.06 47.24 1.07 3.40 0.14 0.16 
JA 
DU3 
98.09 3.27 41.17 1.79 2.65 0.09 42.24 0.96 3.01 0.12 0.32 
JA 
GRO3 
96.24 3.21 43.18 1.87 1.93 0.06 36.24 0.82 2.39 0.10 0.35 
JA  
DI 
96.22 3.21 41.42 1.80 1.29 0.04 40.24 0.91 3.21 0.13 0.32 
M11 
AR5 
81.81 2.73 33.57 1.46 4.70 0.15 35.24 0.80 1.83 0.07 0.24 
M11 
DU3 
54.55 1.82 18.80 0.82 4.35 0.14 15.24 0.35 4.09 0.16 0.35 
M11 
GRO3 
96.60 3.22 36.04 1.56 1.86 0.06 40.24 0.91 2.60 0.10 0.58 
M11 
DI 
42.01 1.40 19.83 0.86 1.29 0.04 16.24 0.37 1.47 0.06 0.07 
* La fracción molar de biomasa fue calculada considerando la siguiente formula (CH1.79O0.59N0.15) con un 
peso molecular de 25.036 g/mol. 
El balance de carbono se obtiene de restar las fracciones molares de los productos a la 
fracción molar de azúcar (fuente de carbono), para que el balance de carbono sea correcto, el 
resultado final no debe de ser mayor a 0.5 lo que equivale al 15% de los moles de carbono 
proporcionados por el azúcar inicial, debido a que en estos 0.5 moles se encuentran los demás 
compuestos que se producen en menor concentración y  que no se están cuantificando, esto es 
basado en estudios con Saccharomyces cerevisiae que es la cepa modelo. 
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La cepa GRO3 (P. kluyveri) en medio M11 presentó un balance de 0.58, superior a lo que 
normalmente se obtiene en los balances de carbono, esto debido a que la concentración de otros 
compuestos como ésteres es hasta 2000 veces superior que lo producido por la cepa AR5 (S. 
cerevisiae) con la que se realizan los balances de carbono normalmente. También cabe destacar que 
la cepa DI (T. delbureckii) en medio M11 mostró un resultado cercano a cero, esto debido a que es 
una cepa que presentó las menores concentraciones de compuestos diferentes a los que se 
consideraron en este balance en comparación a las producidas por AR5 (S. cerevisiae) tanto de 
ésteres como de alcoholes superiores.  
Es importante mencionar que en el medio JA el consumo de azúcar fue similar (cercano a 
100 g/L), por lo tanto la producción de etanol también presentó concentraciones similares, sin 
embargo, las concentraciones de glicerol y biomasa fueron diferentes para cada una de las cepas. 
Más aun se observan diferencias entre medio y cepas, lo que nos hace formular la hipótesis de que 
cada una de las cepas presenta un metabolismo diferente al compararlo con la cepa control AR5 (S. 
cerevisiae). 
La comparación del efecto de los metales durante la fermentación ha revelado que el uso de 
potasio solo en un medio sintético tiene el mayor efecto, mientras que el cobre presenta el menor 
efecto. Cuando es comparado con un medio de fermentación que contiene una mezcla de Cu, Ca, K 
y Na, el tiempo de fermentación es igual que los medios sintéticos donde estuvo presente solo el Ca 
o el Na. El mayor aumento en crecimiento celular fue observado con el potasio. Las diferencias en 
la producción de etanol observadas a nivel industrial cuando es utilizada la melaza como fuente de 
carbono, son causadas principalmente por las diferencias en la concentración de metales (Akrida-
Demertzi y Koutinas 1991). 
Al estudiar el efecto de diferentes iones sobre las enzimas puras, se ha reportado que el 
cloruro de calcio no presenta efecto en la enzima alcohol deshidrogenasa pero si activa fuertemente 
(400% a 0.2 mM) la enzima piruvato descarboxilasa, mientras que los iones de Co, Mn y Ni activan 
la alcohol deshidrogenasa (Hoppner y Doelle 1983). 
 
7.3.4. CONCLUSION 
Se observo que el crecimiento no es afectado por la concentración de Ca en el medio, pero 
si es indispensable su presencia para favorecer la producción de etanol. 
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El magnesio afecta de diferente manera a cada una de las cepas estudiadas, en combinación 
con la concentración de Ca. Por lo que no se puede hacer una conclusión general de todas las 
levaduras, debe de ser de manera individual. 
Cada cepas muestra un perfil de producción de compuestos propio, y este es afectado tanto 
por las condiciones ambientales como por la composición química del medio. 
Una alta concentración de Ca en el medio, favorece a la producción de etanol debido a que 
esta refuerza la membrana de la célula, dándole una mayor capacidad para soportar una 
concentración más alta de etanol en el medio (Nabais y col., 1998; Walker, 2004). En este trabajo se 
observo que el crecimiento no es afectado por la concentración de Ca en el medio, pero si es 
indispensable su presencia para determinar la capacidad fermentativa de las levaduras 
favoreciéndose la producción de etanol ante la presencia del Ca. Considerando que el medio de JA 
tiene una concentración alta de etanol de manera natural, esto ayuda a las levaduras a que tengan 
una productividad de alcohol mayor, comparada con otros medios utilizados. 
Así como el Ca es indispensable para la  producción de etanol, el Mg en altas 
concentraciones favorece la producción del mismo, no solo en el medio M11, si no, también en el 
medio JA que de manera natural tiene una alta concentración de Ca, cuando se enriquece con Mg, 
donde las levaduras llegan a producir una concentración mayor de etanol. 
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